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I. RIASSUNTO 
	  
Fusarium graminearum è un fungo fitopatogeno responsabile della “Fusarium head blight” in 
frumento e di marciumi radicali e del colletto in soia. Oltre alla riduzione delle produzioni, la 
malattia provoca contaminazioni delle derrate con micotossine quali il deossinivalenolo 
(DON). Per la colonizzazione dell’ospite il patogeno si serve della secrezione di enzimi 
degradativi della parete cellulare. 
In questo lavoro di tesi si è voluto approfondire il ruolo degli enzimi pectici, in particolare di 
una Pectin Liasi (PNL), di una Poligalatturonasi (PG1) e della Pectinmetilesterasi (PME) 
nella virulenza del fungo durante l’interazione con soia e frumento.  
Tra i 3 geni pnl di F. graminearum presenti nel genoma, la fgsg_01607 è risultata la più 
espressa durante l’infezione di spighe di frumento e di soia, e la quantità di trascritto era più 
abbondante anche del trascritto della principale Poligalatturonasi (PG1) del fungo.  
Per attribuire un ruolo alla PNL codificata dal gene pnl fgsg_01607 sono stati realizzati 
mutanti singoli ΔPNL e mutanti doppi ΔΔPNL+PG1. La caratterizzazione dei mutanti ottenuti 
non ha consentito di verificare una riduzione di attività PNL dei mutanti in vitro, e inoltre 
questi mutanti conservavano una virulenza comparabile con il Wild Type (WT) su frumento e 
soia. Poiché anche il mutante ΔPG1 si è rivelato virulento quanto il WT, è stato possibile 
concludere che sia l’attività PNL che PG non sono indispensabili ai fini della virulenza del 
fungo F. graminearum. L’unico mutante che ha mostrato una riduzione di virulenza in 
entrambi gli ospiti è stato il mutante ΔPME, il quale non produce attività 
Pectinmetilesterasica in vitro, e il filtrato colturale di questo mutante presenta una scarsa 
capacità di degradare pectina con elevati livelli di esterificazione. Oltre alle PG, anche le 
Pectato Liasi (PL) attaccano il substrato pectico demetilato. Visto che i mutanti ΔPG1 sono 
virulenti mentre i mutanti ΔPME presentano una riduzione di virulenza, si può ipotizzare un 
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II. ABSTRACT 
 
The fungal pathogen Fusarium graminearum causes Fusarium head blight on wheat, and 
root rot and pod blight on soybean, causing significant crop losses. Furthermore, the fungus 
produces mycotoxins, known as deoxynivalenol (DON), which can enter in the food chain. 
The pathogen secrets several degrading enzymes to disrupt the plant cell wall and to 
facilitate the colonization.  
In this thesis work, we wanted to examine the role of some pectolytic enzymes - the Pectin 
Lyases (PNL), a Polygalacturonase (PG1), and the Pectinmethylesterase (PME) - in the 
virulence of the fungus during interaction with soybean and wheat.  
The genom of F. graminearum contains three pnl genes. During infection of wheat and 
soybean ear, the fgsg_01607 gene was the most expressed one and the quantity of its 
transcriptom was more abundant than the others’ and the transcriptom of the main 
Polygalacturonase (PG1) too. 
To address the role of the pnl fgsg_01607 gene, ΔPNL single mutants and ΔΔPNL+PG1 
double mutants were made. Mutants, having the same virulence like the Wild Type (WT) has, 
did not show reduced activity of PNL on wheat and soybean during in vitro characterization. 
Additionally, either the ΔPG1 was found to be virulent like the WT, therefore we can conclude 
that the activities of PNL and PG are not required for the virulence of the fungal pathogen F. 
graminearum. Only the ΔPME mutant showed reduced activity on both hosts. This mutant 
does not have pectin methylesterase activity in vitro and the filtrated culture of it presents low 
capacity to degrade pectin with high level of esterification. 
PG and Pectate Lyase (PL) are pectinases which require activity of PME to attach the 
demethylated substrate. As ΔPG1 mutants are completely virulent, we can suppose, that the 
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1 INTRODUZIONE 
	  
La popolazione mondiale è in rapido e continuo aumento e le previsioni stimano che nel 
2050 dovrebbe stabilizzarsi intorno a 9,5 miliardi di abitanti. È stato calcolato che la 
domanda di cibo dovrebbe incrementare di circa il 70% rispetto alle stime del 2006 (FAO, 
2010). La domanda alimentare deve essere garantita anche mediante politiche internazionali 
rivolte a un aumento sostenibile delle produzioni agricole, principalmente di cereali come 
grano, riso e mais (http://faostat.fao.org). Questa sfida è resa più difficile da una serie di 
fattori che ostacolano la produttività delle piante agrarie coltivate: stress biotici, provocati da 
funghi, batteri e virus hanno un notevole impatto negativo sulle potenzialità produttive delle 
colture. Risulta quindi utile comprendere l’interazione che viene a crearsi tra i patogeni e le 
piante ospiti così da identificare strategie per ottimizzare la rese agricole. Gran parte delle 
malattie delle piante, sono la conseguenza di un’infezione derivante dall’insediamento di un 
patogeno nei tessuti dell’ospite, ossia della pianta. La fine interazione che si stabilisce tra 
patogeno e ospite coinvolge complicate vie di comunicazione (Jones e Dangl, 2006). Nella 
fase più precoce dell’infezione, i patogeni percepiscono stimoli provenienti dall’ospite e 
dall’ambiente, ai quali rispondono con opportune modificazioni dell’espressione genica che si 
traducono in adattamenti morfologici e biochimici, indispensabili per alterare la biologia della 
pianta e colonizzarla (Lengeler et al., 2000). Per contro la pianta si oppone al tentativo del 
patogeno mobilitando le risposte difensive al fine di bloccare o ostacolare l’infezione.  
Un’interazione molto studiata per l’impatto economico sull’industria cerealicola è quella tra il 
frumento (Triticum aestivum L.) e il fungo filamentoso Fusarium graminearum (Parry et al. 
1995; McMullen et al. 1997).  
F. graminearum Schwabe [teleomorfo: Gibberella zeae (Schweinitz) Petch] (O’Donnell et al., 
2004) appartiene al phylum degli Ascomiceti e causa la fusariosi della spiga o Fusarium 
Head Blight (FHB) nei cereali a granella. La FHB è responsabile di ingenti danni alle 
cariossidi dovuti alle lesioni e alla contaminazione da micotossine (McMullen et al. 1997; 
Bottalico e Perrone; 2002). La fusariosi della spiga è stata descritta la prima volta nel 1884 in 
Inghilterra ed è stata considerata un vero e proprio flagello per la cerealicoltura del XX 
secolo (Muriuki, 2001; Stack, 1999, 2003).  
In America sono stati quantificati i danni da FHB in 2,7 miliardi di dollari nel biennio 1998 - 
2000 (US Wheat and Barley Scab Initiative, 2001; Nganje et al., 2002). In Europa, la FHB è 




L’infezione in planta si manifesta in concomitanza con lo stadio fenologico più sensibile, 
ovvero la fioritura. Le spore sessuali o asessuali di F. graminearum vengono trasportate dal 
vento e dalla pioggia sulle spighette in fioritura dove germinano e crescono sfruttando le 
aperture naturali presenti nell’ovario e alla base della palea e lemma (Pritsch et al., 2000; 
Wanyoike et al., 2002; Bushnell et al., 2003; Deacon, 2006). Il patogeno può anche 
penetrare attivamente l’epidermide dell’ospite attraverso particolari ife o strutture come 
appressori e cuscinetti di infezione (Boenisch e Schäfer, 2011). L’ifa fungina, crescendo 
nell’ovario, simula il movimento naturale del tubetto pollinico (Wanyoike et al., 2002).  
F. graminearum sul fronte d’infezione inizia il suo sviluppo crescendo intercellularmente e in 
maniera del tutto asintomatica, fino al raggiungimento dei vasi xilematici dai quali può 
diffondere sistemicamente (Bushnell et al., 2003; Guenther e Trail, 2005; Jansen et al., 
2005).  
La comparsa dei sintomi della FHB avviene nel periodo compreso tra la spigatura e la 
maturazione latteo-cerosa. Le prime manifestazioni della malattia consistono in piccole 
macchie brunastre su glume e talvolta sul rachide. L’alterazione può riguardare parte 
dell’infiorescenza e le spighette appaiono decolorate e disseccano precocemente. I sintomi 
sono spesso associati a sterilità delle spighette (Jackowiak et al., 2005). 
Andamenti climatici avversi nel corso delle fasi fenologiche della spigatura e della 
maturazione lattea favoriscono l’insorgenza e la diffusione della malattia (Sutton, 1982; Parry 
et al., 1995; Cotten e Munkvold, 1998; Trail et al., 2002; Markell e Francl, 2003) e possono 
incidere per oltre il 70% sulla contaminazione da micotossine alla raccolta (Hooker et al., 
2002). 
Il fungo sverna nel terreno e nei residui colturali non interrati con le pratiche di lavorazione, 
sotto forma di spore o micelio saprofita che rappresentano le fonti principali d’infezione per le 
colture successive (Johansson, 2003; Champeil et al., 2004; Guenther e Trail, 2005; Kriel et 
al., 2008). Lavorazioni del terreno convenzionali e profonde, sfavoriscono la riproduzione e la 
sopravvivenza del patogeno (Teich e Hamilton, 1985; Khonga e Sutton, 1988; Dill-Macky e 
Jones, 2000; Pereyra et al., 2004). 
Oltre al frumento, la FHB interessa l’orzo (Hordeum vulgare L.), il riso (Oryza sativa L.) e 
l’avena (Avena sativa L.). F. graminearum trova ospiti anche tra le dicotiledoni (Urban et al., 
2002), infatti colonizza Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), patata (Solanum tuberosum L.), 
tabacco (Nicotiana tabacum L.) e solo recentemente è stata descritta l’interazione con la soia 
[(Glycine max L.) Merr. (Broders et al., 2007)]. In queste piante F. graminearum, provoca 
marciumi e mal del piede, sintomatologie conosciute come crown rot e root rot (Stephens et 
al., 2008; Lanoue et al., 2010; Henkes et al., 2011). In particolare nelle giovani plantule di 
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soia il fungo provoca marciumi dell’ipocotile e avvizzimenti delle foglie; mentre nelle piante 
adulte è responsabile della precoce apertura dei legumi (Xue et al., 2007).  
Isolati da frumento di Fusarium graminearum, manifestavano una forte virulenza se testati su 
semi di soia (Broders et al., 2007; Xue et al., 2007). Xue e collaboratori (2007) hanno 
concluso che la rotazione frumento-soia comporta una forte pressione di selezione sul 
patogeno aumentandone la virulenza.  
Per la sua biologia e modalità di colonizzazione dell’ospite, F. graminearum è considerato un 
fungo necrotrofo, sebbene sia ipotizzata una breve fase biotrofica ad inizio infezione (Trail, 
2009; Brown et al., 2010). Tuttavia l’assenza di crescita intracellulare delle ife nel tessuto 
ospite non è concorde con la definizione di biotrofia (Jansen et al., 2005). Chiarimenti sul 
comportamento di F. graminearum durante la colonizzazione potrebbero derivare dallo 
studio approfondito del genoma completamente sequenziato e pubblicato nel 2003 dal Broad 
Institute (Trail, 2009; Wong et al., 2011). 
Durante l’interazione con l’ospite, F. graminearum sintetizza metaboliti secondari pericolosi 
per la salute umana e animale (Goswami e Kistler, 2004), come i tricoteceni sesquiterpenici, 
rappresentati principalmente da Nivalenolo (NIV), Deossinivalenolo (DON) e Zearalenone 
(Munkvold, 2003; Legzdina e Buersmayr, 2004). Il DON, conosciuto anche come 
vomitotossina, colpisce l’apparato digerente e i maggiori organi funzionali dei mammiferi 
(Council for Agricultural Science and Technology, 2003) dove reprime la sintesi proteica 
interagendo con i ribosomi (Ueno et al., 1973; McLaughlin et al., 1977).  
Nelle piante ospiti, il DON agisce come fattore di virulenza durante la patogenesi (Jansen et 
al., 2005; Maier et al., 2006). Sebbene la somministrazione di DON esogeno in frumento e 
Arabidopsis inibisca la trascrizione di geni deputati alla difesa (Desmond et al., 2008) e 
inneschi il processo di morte cellulare programmata, i meccanismi d’azione in vitro sulla 
cellula vegetale non sono ancora conosciuti (Pestka, 2010). È stato dimostrato che solo negli 
appressori, il fungo sintetizza il DON per favorire la necrosi tissutale, ma ciò non sembra 
essere un prerequisito per la colonizzazione dell’ospite (Boenisch e Schäfer, 2011). Finora il 
DON è l’unica micotossina dimostrata agire come fattore di virulenza nella patogenesi del 
fungo (Trail, 2009).  
Come accennato precedentemente, qualsiasi patogeno per stabilire un’interazione con il 
proprio ospite deve superare le barriere difensive che questo contrappone. I primi ostacoli 
alla colonizzazione, sono l’epicuticola e la cuticola, che ricoprono le cellule dell’epidermide 
della pianta (Kikot et al., 2009). L’epicuticola è composta da acidi grassi a lunga catena, 
alcani, aldeidi, chetoni, alcoli primari e secondari (Kikot et al., 2009). La cuticola idrofobica è 
costituita da materiale lipidico come la cutina. La parete cellulare dei vegetali, si trova sotto lo 
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strato ceroso e cuticolare, conferisce forma e struttura alla cellula ed è la più importante 
barriera fisica contro i potenziali patogeni (Feng et al., 2005). 
La parete cellulare primaria è composta da polisaccaridi quali cellulosa, emicellulosa e 
pectina (Carpita e Gibeaut, 1993; Kikot et al., 2009). Molecole di cellulosa, polimero lineare 
del glucosio (β-1,4-glucano) più rappresentato in parete, si legano covalentemente con 
l’idrogeno per formare le microfibrille, conferendo struttura cristallizzata che stabilizza la 
parete. Le microfibrille sono distribuite tra emicellulose, proteine strutturali e pectine che 
costituiscono la matrice amorfa di parete (Carpita e Gibeaut; 1993). Le emicellulose sono un 
gruppo di polimeri complessi composte da carboidrati come glucosio, xilosio e mannosio. Le 
proteine strutturali sono per lo più glicoproteine ed estensine che interagiscono con altri 
componenti parietali attraverso legami covalenti (Kieliszewski e Lamport, 1994). 
La pectina è il componente principale della lamella mediana ed è abbondante nella parete 
primaria di giovani dicotiledoni e monocotiledoni non-Poaceae (35%) (Alkorta et al., 1998). 
Le Poaceae hanno un contenuto di pectina che varia tra il 2 e il 10% (O’Neill et al., 1990; 
Ridley et al., 2001). 
La componente pectica riveste un ruolo fondamentale nella fisiologia di parete, in quanto 
stabilizza le fibrille di cellulosa, interagisce con le proteine strutturali e con altri polisaccaridi 
di parete per guidare lo sviluppo e la morfogenesi (Carpita e Gibeaut, 1993). Permette inoltre 
l’espansione della cellula e può modificare diverse proprietà di parete come grado di 
porosità, carica e pH (McNeil et al., 1984). La pectina presenta uno scheletro predominante 
(≈65%) lineare costituito da residui di acido D-galatturonico uniti da legami α(1à 4). La 
struttura lineare, o smooth region, va a costituire la catena di omogalatturonano sulla quale 
s’inseriscono varie ramificazioni costituite da polisaccaridi complessi, costituiti da ramnosio, 
xilosio, arabinosio e galattosio (Lang e Dörnenburg 2000; An et al., 2005; Singh et al., 2005). 
Lo scheletro di omogalatturonano risulta parzialmente esterificato con gruppi metilici sul 
carbonio in posizione 6 (C6) dall’enzima metil-transferasi (Derbyshire et al., 2007). Il grado di 
metilazione varia da specie a specie e sembra essere finemente regolato dalla pianta 
(Willats et al., 2001). I gruppi carbossilici dell’acido galatturonico risultano parzialmente o 
completamente neutralizzati da ioni sodio, potassio o ammonio. Sulla base delle 
modificazioni che subisce la catena di omogalatturonano, la matrice pectica di parete viene 
suddivisa in protopectina, acido pectico, acido pectinico e pectina (Kashyap et al., 2001).  
I funghi necrotrofi per colonizzare il tessuto ospite secernono enzimi litici capaci di degradare 
i costituenti parietali (Cooper, 1988; Kang e Buchenauer 2000; Wanyoike et al., 2002; Lynd 
et al., 2008; Phalip et al., 2009) 
Gli enzimi degradativi della parete cellulare, o Cell Wall Degrading Enzyme (CWDE), 
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potrebbero giocare un ruolo decisivo nella patogenesi di F. graminearum agendo come 
fattori di virulenza (Annis e Goodwin, 1997). Attraverso tecniche di immuno-gold ed enzyme-
gold labelling, Kang e Buchenauer (2000a) dimostrarono la produzione di diversi CWDE 
come pectinasi, cellulasi e xilanasi durante l’infezione di spighette da parte di Fusarium 
culmorum. La sequenza temporale di secrezione in planta dei CWDE da parte di F. 
graminearum durante l’interazione con il frumento è ancora da chiarire (Zhang et al., 2012). 
Pritsch e collaboratori (2000) inoltre, osservarono durante la colonizzazione dell’ospite, 
l’effetto degradativo delle lipasi del patogeno sulla cuticola (Johansson, 2003; Feng et al., 
2005); mentre Phalip et al. (2005) analizzarono l’esoproteoma di F. graminearum durante le 
varie fasi d’infezione ed identificarono 24 differenti categorie di enzimi necessarie per la 
completa digestione della parete cellulare. Studi più recenti mettono in evidenza 
l’espressione di 70 differenti geni codificanti CWDE durante l’interazione con il frumento 
(Walter et al., 2010).  
Gli enzimi pectici modificano la parete cellulare in modo tale da rendere accessibili i 
componenti parietali all’attività di altri CWDE, al fine di assimilare nutrienti dall’ospite 
indispensabili per la crescita e la colonizzazione del tessuto (Panda et al., 2004). Nelle varie 
isoforme, gli enzimi pectici vengono trascritti e secreti quando i funghi patogeni colonizzano 
l’ospite (Collmer e Keen, 1986; Martinez et al., 1991; Alghisi e Favaron 1995; Wanyoike et 
al., 2002; Niture et al., 2006). Si può quindi concludere che i CWDE facilitano la rapida 
colonizzazione dell’ospite, tuttavia si conosce ancora poco riguardo il ruolo di questi enzimi 
(Zhang et al., 2012).  
Secondo Hammer e collaboratori, (1997) CWDE come endo ed eso-Poligalatturonasi (PG), 
Pectinmetilesterasi (PME) e Xilanasi (XYL) risultano essere fattori di patogenicità del fungo 
F. graminearum. Wanyoike e collaboratori (2002) osservarono microscopicamente la 
degradazione dei componenti parietali in grano (xilano, cellulosa e pectina), postulando che 
la secrezione degli enzimi degradativi della parete cellulare svolge un ruolo determinante 
durante l’infezione di F. graminearum (Wanyoike et al., 2002).  
La classe delle pectinasi si distingue sulla base della preferenza di substrato (pectina, l’acido 
pectico o oligo-D-galatturonani) e della modalità d’azione (Kikot et al., 2009). Due sono i 
meccanismi con cui gli enzimi pectici aggrediscono il substrato: il primo consiste in una 
trans-eliminazione, il secondo in un taglio casuale della catena lineare di acido galatturonico.  
Un altro criterio di classificazione degli enzimi pectici fa riferimento all’appartenenza alla 
famiglia delle esterasi o depolimerasi. 
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§ Esterasi: famiglia in cui figura la PME (E.C. 3.1.1.11) che opera una de-
esterificazione della catena pectica rimuovendo i gruppi metilici; 
 
§ Depolimerasi: rappresentate dalle PG (endo-PG E.C. 3.2.1.15; eso-PG E.C. 
3.2.1.67), Pectato Liasi (PL; E.C. 4.2.2.2) e Pectin Liasi (PNL; E.C. 4.2.2.10) che 
catalizzano l’idrolisi della catena di acido poligalatturonico. Tali enzimi agiscono 
secondo due differenti meccanismi: idrolisi con introduzione di acqua nel ponte 
ossigeno, o trans-eliminazione, o β-eliminazione, in cui il legame glicosidico viene 
scisso ottenendo oligogalatturonidi insaturi. 
 
Nonostante la pectina non sia la componente più abbondante di parete, la sua degradazione 
enzimatica mediante i CWDE, si è dimostrata importante per il processo infettivo di molti 
funghi, poiché porta ad un indebolimento della parete cellulare tale da favorire la 
penetrazione delle ife fungine (ten Have et al., 2002). Per questo gli enzimi pectici sono 
intensivamente studiati e in molti casi si sono trovate correlazioni tra l’attività di questi e i 
sintomi della malattia. Indirettamente è possibile attribuire agli enzimi pectici un importante 
ruolo nella virulenza di Fusarium spp. (García-Maceira et al., 2001; Roncero et al., 2003). Gli 
effetti sulla virulenza sono stati dimostrati in Aspergillus flavus (Shieh et al., 1997), Botritys 
cinerea (ten Have et al., 1998) e Claviceps purpurea (Oeser et al., 2002). Approcci knock-out 
a carico di geni codificanti enzimi pectici hanno portato a una riduzione della virulenza nei 
funghi citati (Kikot et al., 2009). Tuttavia la delezione di due pg in Cochliobolus carbonum 
non ha ridotto la sua virulenza in mais (Scott-Craig et al., 1998). L’insuccesso del knock-out 
potrebbe essere dovuto a due circostanze: la degradazione della pectina può non essere un 
fattore decisivo per l’infezione, oppure la delezione di una singola isoforma non mette a 
rischio la patogenesi del fungo (Phalip et al., 2005). Il ruolo preciso dei CWDE nella 
patogenesi dei funghi necrotrofi, risulta ancora controverso e necessita di approfondimenti 
(Voigt et al., 2005).  
Studi di espressione genica condotti da Tomassini et al. (2009) riportano i livelli di 
espressione dei geni pg1 e pg2 e di un gene pnl del fungo dopo l’inoculo di conidi di F. 
graminearum in frumento. Gli autori evidenziano un picco di espressione dei geni analizzati 
nelle 24 ore successive all’inoculo e identificano una forte attività poligalatturonasica 
nell’ovario di spighe di frumento da ascrivere quasi completamente all’isoforma PG1 (pg 
fgsg_11011). Si potrebbe quindi ipotizzare un ruolo preponderante degli enzimi pectici nelle 
primissime fasi di colonizzazione dell’ospite, che permetterebbe un rapido ingresso del 
patogeno nei tessuti dell’ospite (Wanyoike et al., 2002). Tuttavia mutanti di delezione ΔPG1 
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e ΔPG2 di F. graminearum manifestavano la stessa virulenza del WT in vivo in seguito a 
prove di infezione su frumento (Sella, comunicazione personale).  
Nel laboratorio dove ho svolto la tesi è stata caratterizzata anche l’interazione F. 
graminearum-soia. In particolare è stato dimostrato che il fungo durante l’infezione produce 
un’elevata attività PNL, maggiore dell’attività PG misurata su tessuti infetti. Studi di 
espressione genica a diversi tempi dopo l’inoculo dei 3 geni codificanti pnl contenuti nel 
genoma del fungo (fgsg_01607, fgsg_03121 e fgsg_03483) hanno evidenziato una forte 
espressione della pnl fgsg_01607 a 2, 3, 4 e 7 giorni dall’inoculo di semi di soia. Inoltre la 
quantità di trascritto della pnl fgsg_01607 è risultata più abbondante del trascritto della pg1 a 
tutti i tempi analizzati. Questi dati sembrano suggerire che le PNL, e in particolare la pnl 
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2 SCOPO DELLA TESI 
 
Gli enzimi pectici sono probabilmente tra i primi ad essere secreti durante l’interazione tra 
Fusarium graminearum e i suoi ospiti (Annis e Goodwin, 1997). Conferme arrivano 
dall’espressione genica che evidenzia abbondanti livelli di trascritti di enzimi pectici nelle 
prime ore post-infezione (Tomassini et al., 2009).  
A supporto dell’azione come fattori di virulenza delle poligalatturonasi (PG), piante di 
frumento esprimenti costitutivamente inibitori proteici delle PG di F. graminearum 
manifestano sintomi ridotti di malattia (Janni et al., 2008).  
Tuttavia mutanti di F. graminearum per il gene fgsg_11011 codificante la endo-
Poligalatturonasi PG1 mantenevano la capacità di infettare piante di frumento (Sella, 
comunicazione personale).  
Nel presente lavoro di tesi si vuole approfondire il ruolo degli enzimi pectici e in particolare 
delle PNL, nell’interazione di F. graminearum con soia e frumento.  
Gli obiettivi della tesi sono i seguenti: 
 
ü Completare l’analisi di espressione dei geni codificanti Pectin Liasi (PNL) durante 
l’infezione di spighe di frumento e confrontare i livelli di espressione con quelli del 
gene codificante PG1.  
 
ü Ottenenere mutanti di delezione per la PNL di F. graminearum maggiormente 
espressa durante l’infezione (sia mutanti singoli ΔPNL che doppi mutanti 
ΔΔPNL+PG1).  
 
ü Caratterizzare l’attività pectinasica in vitro dei mutanti ΔPNL, ΔΔPNL+PG1 e 
confronto con i mutanti ΔPG1 e ΔPME disponibili nel laboratorio dove ho svolto la 
tesi. 
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3  MATERIALI E METODI 
 
3.1 Colture di Fusarium graminearum WT e mutanti 
 
I ceppi fungini di F. graminearum sono stati allevati a 24°C su terreno PDA [(Potato Dextrose 
Agar) Difco™ Laboratories, Detroit, MI, USA] in piastre Petri. La produzione massiva di 
spore è stata effettuata ponendo alcuni frammenti di micelio prelevati da coltura solida in 
beute contenenti CMC [0,1%1 NH4NO3, 0,1% KH2PO4, 0,05% MgSO4, 0,1% estratto di 
lievito, 1,5% carbossimetilcellulosa (Cappellini e Peterson, 1965)]. Dopo quattro giorni 
d’incubazione in agitazione a 100 rpm a temperatura ambiente (Tamb) il micelio sviluppato 
assieme alle spore è stato trattenuto mediante filtrazione con garze sterili, mentre le spore 
sono state recuperate centrifugando i campioni a 2500 rpm per 10 minuti. La produzione di 
spore è stata controllata al microscopio (Laborlux 12, Zeiss) prima della raccolta. 
Eliminato il surnatante, le spore sono state diluite in 5 ml di glicerolo sterile al 10% per la 
conta in camera di Thoma. 
Il micelio per l’estrazione del DNA dai ceppi WT e mutanti di F. graminearum è stato ottenuto 
mediante inoculo di 5 tondelli (diametro 0,5 cm) di micelio in attiva crescita prelevati da 
piastre PDA in 50 ml di brodo CM complete MEDIUM [1% Glucosio; 0,05% estratto di lievito; 
0,5% Yeast Extract Base Without ammino acid (Sigma-Aldrich, Milano; Italy) (Leach et al., 
1982)]. Dopo 4 giorni di crescita a Tamb su forte agitazione, il micelio è stato raccolto, 
asciugato in pompa a vuoto, quindi conservato a −20°C. 
 
3.2 Estrazione di acidi nucleici 
 
3.2.1 Estrazione DNA 
 
L’estrazione di DNA genomico (DNAg) è avvenuta secondo il protocollo messo a punto da 
Henrion et al. (1994). Il micelio di F. graminearum è stato omogeneizzato con mortaio e 
pestello, in presenza di azoto liquido e 2 ml di 2X CTAB [2% CTAB; 100 mM TrisHCl pH 8; 
20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; 1% PVP] addizionato con β-mercaptoetanolo (rapporto 100:1) 
ogni 400 mg di micelio. La miscela è stata vortexata vigorosamente prima di essere incubata 
a 65°C per 1 ora nel bagno termostatato, per favorire la lisi cellulare. Successivamente, alla 
miscela sono stati aggiunti 2 ml di cloroformio-alcol isoamilico (24:1), quindi si è incubato in 
ghiaccio e in agitazione per 2 ore.  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
1 Ogni percentuale fa riferimento a w/v eccetto quando diversamente riportato. 
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Dopo una centrifuga a 9.000 rpm per 15 minuti, il surnatante contenente il DNAg 
deproteinizzato, è stato prelevato per essere mescolato con 0,9 volumi di isopropanolo e 0,1 
volumi di sodio acetato 3 M pH 5,2 per la precipitazione del DNA. I campioni sono stati 
incubati a -20°C per favorire la precipitazione del DNAg. È seguita una centrifuga di 10 minuti 
a 9.000 rpm per rendere visibile il pellet di DNAg che è stato lavato con etanolo 70% e 
risospeso in 300 µl di buffer TE [Tris-HCl 10 mM pH 8,5; EDTA 0,1 mM pH 8,5]. La verifica 
dell’estrazione è avvenuta sottoponendo un’aliquota di estratto a corsa elettroforetica su gel 
di agarosio 1%2 (Sigma-Aldrich, Milano; Italy) contenente 0,6 µg/ml di etidio di bromuro come 
colorante. 
 
3.2.2 Estrazione RNA da spighette di frumento 24 hpi con F. graminearum 
 
Spighette di frumento (cv. Bobwhite) inoculate con conidi F. graminearum ceppo 3827 WT, 
sono state recuperate per l’estrazione dell’RNA a 24 ore post inoculo (hpi).  
L’estrazione è avvenuta servendosi del kit “RNeasy PLANT MINI KIT” (QIAGEN). La 
successiva quantificazione della concentrazione di RNA presente nel campione è stata 
ottenuta spettrofotometricamente rilevando l’assorbanza a 260 nm. La verifica della 
concentrazione di RNA stimata è avvenuta mediante corsa elettroforetica in gel di agarosio 
1% caricando ≈750 ng di RNA e un’aliquota di marker GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder 
(Fermentas, Milano; Italy). 
 
 
3.3 Retrotrascrizione e Real-Time PCR 
 
3.3.1 Retrotrascrizione e ottenimento cDNA 
 
L’RNA è stato trattato con DNasi utilizzando il kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega, 
Milano; Italy), seguendo le istruzioni riportate dal produttore. La retrotrascrizione è stata 
eseguita secondo il Reverse Transcription System (Promega, Milano; Italy) utilizzando 
l’enzima Reverse Transcriptase Im Prom–IITM. La reazione di 750 ng di RNA è avvenuta in 
30 µl alle seguenti condizioni: 5 minuti a 25°C per consentire l’appaiamento degli oligo(dT), 1 
ora a 42°C per la sintesi del cDNA, 15 minuti a 70°C per l’inattivazione dell’enzima. 
 
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
2 50 ml TAE + 0,5 g agarosio	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3.3.2 Real-Time PCR (qPCR) 
 
Il cDNA ottenuto è stato usato come stampo per la reazione di qPCR, avvenuta in un 
termociclatore Rotor–Gene Q (QIAGEN) utilizzando il kit QuantiTect® SYBR®-Green RT-
PCR (QIAGEN) contenente il colorante fluorogenico SYBR®-Green-I (QIAGEN). 
 
I primers impiegati nella reazione di qPCR sono stati disegnati sui 3 geni codificanti PNL e 
sul gene codificante la PG1 di F. graminearum. Come gene costitutivo è stato utilizzato il 
gene fgsg_06611 codificante la β-tubulina di F. graminearum. 
 
Gene Primers Sequenza Tm (°C) 
pnl fgsg_01607 
Forward TCCAGAACGTCAAGTACCC 59.11 
Reverse GTAGTCAGAGGCAGAAGCA 59.19 
pnl fgsg_03121 
Forward CCATCACCCTCTCCAATAACC 60.36 
Reverse GGAACGACAACTTGCTTGAC 60.16 
pnl fgsg_03483 
Forward GCTACCAACCGAGTTTCCA 60.10 
Reverse CGTGTCCTGAGTTACCCTG 59.87 
pg1 fgsg_11011 
Forward ATCTCCGGCGCTGTCGTCAA 66.96 
Reverse GCAGCTAGCGCAAAGAATGTA 61.83 
β–tub fgsg_06611 
 
Forward CCCAACAACGTCCAAACTTCC 62.45 
Reverse CCTCGGTGAATTCCATCTCGTC 63.24 
 
TABELLA 1: primers Forward e Reverse impiegati nella reazione qPCR. La 
Tm (°C) indica la Temperatura di melting dei primers. Il gene costitutivo 
fgsg_06611 codificante la β–tubulina viene impiegato come standard per la 








La miscela di reazione di 20 µl era così composta: 
 
µl Miscela qPCR 
3 cDNA 24 hpi 
10 
Rotor–Gene SYBR Green PCR Master Mix [Stock 2X] 
(HotStarTaq® Plus DNA Polymerase, Rotor–Gene SYBR Green PCR Buffer, dNTP mix)3 
1 primer Forward [Stock 20µM] 
1 primer Reverse [Stock 20µM] 




95°C è 3 minuti 
95°C è 20 secondi 
52°C è 20 secondi 
72°C è 40 secondi  
Melting Analysis: 65°C è 95°C 
 
 
3.4 Costrutto per knock-out del gene pnl fgsg_01607 di F. graminearum  
 
Il costrutto per il knock-out della PNL maggiormente espressa in vivo è stato denominato 
FULL-HYG. Tale costrutto presenta come marcatore di selezione il gene codificante 
Hygromycin B Phosphotransferase (hyg), in grado di conferire resistenza all’antibiotico 
igromicina B (Punt et al., 1987).  
 
3.4.1 Amplificazione delle regioni fiancheggianti la pnl fgsg_01607 
 
Per l’amplificazione delle regioni fiancheggianti la pnl fgsg_01607 in 5’ (UP-hyg, 922 paia 
basi) e 3’ (DOWN-hyg, 931 paia basi), è stato utilizzato il DNAg di F. graminearum ceppo 
3827 WT come stampo.  
Le sequenze delle regioni UP-hyg e DOWN-hyg sono state ottenute consultando il Fusarium 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
3 QIAGEN 
40	  cicli	  
	   19	  
Comparative Database (http://www.broad.mit.edu). Nella TABELLA 2 sono riportate le 
sequenze dei primers e le relative temperature di anneling (Ta °C) impiegate nella reazione 
di PCR a gradiente. Alle sequenze dei primers LSfg01607-3up e LSfg01607-5down sono 
state ligate delle “code” di 29 nucleotidi per consentire la reazione di fusione al gene hyg. 
 
Primers name Primers Sequenza Ta (°C) 
LSfg01607-5up Forward ATAGACATGCAGCGGAAAATAGA 57.6/56.4/54.7 
LSfg01607-3up Reverse agatgccgaccgaacaagagctgtcccccACAAGTCGAAAGATGGAGAGGATA 57.6/56.4/54.7 
LSfg01607-5down Forward caatgctacatcacccacctcgctcccccTTGCCTGAGCGGGGATTGACAT 57.6/56.4/54.7 
LSfg01607-3down Reverse CTTTTACAGATTCCCGCCCTCGTG 57.6/56.4/54.7 
TABELLA 2: primers Forward e Reverse utilizzati per la realizzazione del costrutto FULL-HYG. Le code ligate ai 
primers LSfg01607-3up e LSfg01607-5down sono riportate in minuscolo. Ta (°C): temperature di anneling 
testate nella PCR a gradiente. 
	  
Miscela di reazione di 25 µl: 
µl Miscela PCR 
1 DNAg WT (diluito 1:10) 
1 primer Forward [Stock 10 µM] 
1 primer Reverse [Stock 10 µM] 
12,5 
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix  
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy)4 
9,5 acqua Milli-Q  
 
Cicli impostati al termociclatore: 
94°C è 3 minuti 
94°C è 1 minuto 
Ta (°C) è 1 minuto 
72°C è 2 minuto  
72°C è 10 minuti 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
4 contenente 3 mM MgCl2; 0,4 mM dNTP mix 0,06 unità/µl di Taq DNA  polimerasi. [Stock 2X] 
35	  cicli	  
	  20	  
Per la purificazione dell’amplicone UP-hyg che presentava anche alcuni prodotti aspecifici, 
messi in evidenza con la corsa elettroforetica dei campioni amplificati, si è proceduto con il 
taglio da gel della banda corrispondente alle dimensioni attese, servendosi di un bisturi 
sterile. Il frammento tagliato è stato quindi purificato assieme all’amplicone DOWN-hyg 
utilizzando il kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Milano; Italy). Al 
termine del protocollo, i DNA sono stati eluiti con 40 µl di acqua Nuclease-free.  
Gli amplificati UP-hyg e DOWN-hyg sono stati quantificati in gel di agarosio 1% con 3 µl di 
marker GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas, Milano; Italy). 
Quantificazione stimata dopo la corsa in gel: UP-hyg 175 ng/µl; DOWN-hyg 30 ng/µl.  
L’amplicone UP è stato concentrato in pompa a vuoto, riducendo il volume finale da 70 a 35 
µl. 
 
3.4.2 “Fusion-PCR” con gene hyg 
All’amplificazione delle regioni UP-hyg e DOWN-hyg, è seguita la loro fusione al gene 
marcatore di selezione hyg nelle proporzioni 1:3:1, mediante reazione “Fusion-PCR”. 
 
La reazione è avvenuta in 50 µl contenenti: 
 
µl “Fusion-PCR” FULL-HYG 
18 amplicone UP (80 ng) 
4 hyg (240 ng) 
3 amplicone DOWN (80 ng) 
25 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix  
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy) 
 
Cicli “Fusion-PCR”: 
94°C è 4 minuti  
94°C è 1 minuto 
60°C è 2 minuti 
72°C è 4 minuti 
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3.4.3 “Nested-PCR” e purificazione del costrutto FULL-HYG 
 
Per aumentare la sensibilità e la specificità del costrutto, il prodotto “Fusion-PCR” viene 
usato come stampo per una reazione di “Nested-PCR”. Per la reazione sono stati impiegati i 
primers riportati in TABELLA 3, i quali hanno permesso l’amplificazione di una regione più 
interna del costrutto di ≈3600 paia basi (pb).  
 
Primers name Primers Sequenza Ta (°C) 
Fg1607-NestF Forward TTGCTCATCATCTGCACCTC 
60 
Fg1607-NestR Reverse TGATGAGAAAGGGGGTTGAG 
TABELLA 3: Primers impiegati nella reazione “Nested-PCR” che permettono l’ottenimento di un costrutto Full-
Marker delle dimensioni di ≈3600 pb. 
	  
I 25 µl di miscela contenevano: 
µl “Nested-PCR” FULL-HYG 
3 prodotto di “Fusion-PCR” 
1 Primer Forward [Stock 10 µM] 
1 Primer Reverse [Stock 10 µM] 
12,5 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix 
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy) 
7,5 acqua Milli-Q 
 
Cicli “Nested-PCR”: 
94°C è 4 minuti 
94°C è 1 minuto 
56.6°C è 1 minuto 
72°C è 4 minuti 





3.5 Costrutti SPLIT-GEN per knock-out del gene pnl fgsg_01607 nel ceppo di F. 
graminearum ΔPG1  
Nel laboratorio dove ho svolto il lavoro di tesi era disponibile un mutante di F. graminerum 
con il gene codificante la PG1 (fgsg_11011) deleto. Poiché per realizzare la delezione sito 
specifica del gene pg1 era stato impiegato un costrutto con gene marcatore di selezione hyg, 
per la delezione della pnl fgsg_01607 nel mutante ΔPG1 è stata impiegato come marcatore 
di selezione il gene di resistenza all’antibiotico geneticina (gen). In questo caso è stata 
utilizzata la tecnica Split-Marker, in cui vengono prodotti due costrutti (5’-SPLIT-GEN e 3’-
SPLIT-GEN) contenenti un frammento incompleto del gene marcatore di selezione 
codificante la resistenza alla geneticina. È necessario che i frammenti contengano ≈1000 pb 
sovrapponibili, in quanto per la ricombinazione omologa sito specifica, oltre ai due eventi di 
crossing over a livello delle regioni 5’ e 3’, è necessario un terzo evento di crossing over che 
interessa il gene marcatore di selezione.  
Le dimensioni attese dei costrutti SPLIT-GEN: 
– costrutto 5’-SPLIT-GEN: 2949 pb; 
– costrutto 3’-SPLIT-GEN: 2580 pb; 
– regione di sovrapposizione del gene marcatore: 1073 pb. 
 
3.5.1 Amplificazione delle regioni fiancheggianti 
 
Per l’amplificazione delle regioni fiancheggianti, denominate in questo caso UP-gen e 
DOWN-gen, sono state adottate le stesse condizioni descritte al punto 3.4.1.  
I primers sono gli stessi riportati in TABELLA 2, eccetto le “code” legate ai primers 
LSfg01607-3up e LSfg01607-5down specifiche per le regioni 5’ e 3’ del gene gen. 
 
Primers name sequenza 
LSfg01607-3up aacaactggcatgaattcatcgatgatatcagatcACAAGTCGAAAGATGGAGAGGATA 
LSfg01607-5down gatcctctagagtcgacctgcaggcatgcaTTGCCTGAGCGGGGATTGACAT 
TABELLA 4: primers Forward LSFG01607-3UP e Reverse LSFG01607-5DOWN con “code” 
specifiche per il gene gen codificante la resistenza all’antibiotico geneticina. 
 
La purificazione dell’amplicone UP-gen è avvenuta tagliando la banda d’interesse dal gel e 
purificandola in colonnina, cosi come l’amplicone DOWN-gen servendosi del kit Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Milano; Italy).  
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Quantificazione stimata mediante corsa su gel di agarosio 1%:  
 
ü UP-gen: 10 ng/µl;  
 
ü DOWN-gen: 16 ng/µl. 
 
 
3.5.2 “Fusion-PCR” con gene codificante la resistenza alla geneticina 
 
Dopo aver quantificato gli ampliconi UP-gen e DOWN-gen, la reazione di fusione con il gene 
marcatore di selezione codificante la resistenza alla geneticina è avvenuta rispettando le 




La reazione è avvenuta in un volume finale di 50 µl contenenti: 
 
µl “Fusion-PCR” SPLIT-GEN 
8 Amplicone UP-gen (80 ng) 
3 gen (240 ng) 
5 Amplicone DOWN-gen (80 ng) 
25 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix 
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy)  
9 acqua Milli-Q  
 
Cicli “Fusion-PCR”: 
94°C è 4 minuti  
94°C è 1 minuto 
60°C è 2 minuti 
72°C è 4 minuti 






3.5.3 “Nested-PCR” e purificazione del costrutto SPLIT-GEN 
 
La “Nested-PCR” per ottenere i costrutti 5’-SPLIT-GEN e 3’-SPLIT-GEN è avvenuta 
impiegando i primers riportati di seguito:  
 
Costrutto Primers name Primers Sequenza Ta (°C)5 
 
5’-SPLIT-GEN 
NestF Forward TTGCTCATCATCTGCACCTC 
60 
SPLIT-UP-REV Reverse AATATCACGGGTAGCCAACG 
 
3’-SPLIT-GEN 
SPLIT-DOWN-FOR Forward GAAAGCGCGTTGGATTAGAG 
60 
NestR Reverse TGATGAGAAAGGGGGTTGAG 
TABELLA 5: primers Forward e Reverse impiegati nella reazione di “Nested-PCR” per ottenere il costrutto 
SPLIT-GEN. 
 
La miscela di reazione di 50 µl era così composta: 
 
µl “Nested-PCR” SPLIT-GEN 
6 prodotto di “Fusion-PCR” 
2 Primer Forward [Stock 10 µM] 
2 Primer Reverse [Stock 10 µM] 
25 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix  
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy) 
15 acqua Milli-Q  
 
Cicli “Nested-PCR”: 
94°C è 4 minuti  
94°C è 1 minuto 
55°C è 1 minuti 
72°C è 4 minuti 
72°C è 10 minuti 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
5 Ta: Temperatura di Anneling (°C) 
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Al termine della reazione il prodotto “Nested-PCR” è stato purificato dai sali in colonnina con 



































ü Costrutto FULL-HYG 
 
 
FIGURA 1: schema illustrativo del costrutto FULL-HYG con marcatore di selezione hyg (verde). 1: primer 
Forward LSfg01607-5up; 2: primer Reverse LSfg01607-3up con coda complementare al gene hyg in 5’; 3: primer 
Forward LSfg01607-5down con coda complementare al gene hyg in 3’; 4: primer Reverse LSfg01607-3down; 5: 
primer Forward LSfg01607-5int impiegato come sonda della pnl fgsg_01607; 6: primer Reverse LSfg01607-3int 
impiegato come sonda della pnl fgsg_01607; 7: primer Forward 5’PrbHPH del gene marcatore hyg; 8: primer 
Reverse 3’PrbHPH del gene marcatore hyg. I primers 7 e 8 sono stati impiegati per produrre le sonde specifiche 
per il gene hyg. L’enzima di restrizione XhoI è stato impiegato per l’analisi Southern blot. 
 
ü Costrutto SPLIT-GEN 
 
 
FIGURA 2: schema illustrativo dei costrutti SPLIT-GEN contenenti un frammento del gene marcatore di 
selezione gen (viola). 1: primer LSfg01607-5up; 2: primer LSfg01607-3up con coda complementare al gene gen 
in 5’; 3: primer LSfg01607-5down con coda complementare al gene gen in 3’; 4: primer LSfg01607-3down; 5: 
primer LSfg01607-5int impiegato come sonda della pnl fgsg_01607; 6: primer LSfg01607-3int impiegato come 
sonda della pnl fgsg_01607; 7: primer SPLIT-UP-REV del gene marcatore gen; 8: primer SPLIT-DOWN-FOR del 
gene marcatore gen. L’enzima di restrizione XhoI è stato impiegato per l’analisi Southern blot. 
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3.6 Clonaggio dei costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN in Escherichia coli 
 
3.6.1 Reazione di ligazione 
 
Entrambi i costrutti per il knock-out della pnl fgsg_01607 sono stati ligati al vettore plasmidico 
pGEM®-T Easy di 3015 pb (Promega, Milano; Italy) sfruttando l’enzima T4 DNA Ligasi 
(Promega, Milano; Italy). Per un’efficiente clonaggio, il rapporto tra vettore e inserto deve 
essere 1:3.  
 
Il plasmide linearizzato possiede alle estremità un residuo di deossitimidina che permette 
l’inserzione del prodotto amplificato con Taq polimerasi, che aggiunge una adenina al 3’ degli 
ampliconi. Inoltre il vettore pGEM®-T Easy è dotato di un gene codificante la resistenza 
all’antibiotico ampicillina e un sito multiplo di clonaggio (Polylinker) all’interno del gene lacZ 
codificante la β-galattosidasi. 
Le reazioni di clonaggio dei costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN sono avvenute a 4°C Over 
Night (ON).  
 
 
In 10 µl di miscela di ligazione erano contenuti: 
 
µl Ligazione FULL-HYG 
1 10X Ligation Buffer 
0,5 pGEM®-T Easy (25 ng) 
5 Inserto FULL-HYG (100 ng) 
1 T4 DNA ligasi (10 U) 











Nel caso del costrutto SPLIT-GEN, le reazioni di clonaggio sono state due: in una il vettore 
plasmidico è stato ligato alla porzione di costrutto 5’-SPLIT-GEN; nell’altra è stato ligato alla 
porzione 3’-SPLIT-GEN. La corretta integrazione provoca l’interruzione del gene lacZ. 
 
µl Ligazione SPLIT-GEN 
1 10X Ligation Buffer 
0,5 pGEM®-T Easy (25 ng) 
1 Inserto SPLIT-GEN (70 ng)6 
1 T4 DNA ligasi (10 U) 
6,5 acqua Milli-Q  
 
Le reazioni di ligazione sono avvenute a 4°C ON. 
 
3.6.2 Trasformazione delle cellule competenti e piastramento 
 
Cellule competenti di E. coli (ceppo DH5α) sono state trasformate con il prodotto della 
reazione di ligazione mediante shock termico (1 minuto a 42°C poi 2 minuti in ghiaccio) per 
favorire l’integrazione del plasmide nelle cellule. Dopo la trasformazione, le cellule sono state 
coltivate in agitazione a 150 rpm, per 1,5 ore a 37°C, in 900 µl di brodo Luria-Bertani (LB; 
Fluka, BioChemika) privo di antibiotico per favorire lo sviluppo della resistenza all’ampicillina 
resa possibile con l’acquisizione del plasmide. 
Aliquote di 100 µl contenenti la sospensione batterica sono state piastrate in Petri contenenti 
LB agarizzato [(LB brodo + 1,5% Bacto™ Agar) Difco Laboratories, Detroit U.S.A.] 
addizionato di 100 gr/ml di Ampicillina e 40 µl di X-Gal ([Stock: 25 ng/µl] Thermo scientific, 
Milano; Italy) per consentire lo screening delle colonie “bianche-blu”. L’integrazione 
dell’inserto infatti, interrompe il gene lacZ e di conseguenza l’espressione della β-
galattosidasi che non scindendo più l’X-Gal permette il riconoscimento delle colonie positive 
per l’acquisizione del costrutto che si presentano di color bianco. Successivamente è 
avvenuta una verifica delle colonie positive mediante “Colony-PCR” prelevando dalle piastre 





	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
6 È stata utilizzata una quantità di inserto uguale tra i due costrutti SPLIT-GEN. 
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ü “Colony-PCR” in 20 µl di reazione: 
 
µl “Colony-PCR” 
10 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix 
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy) 
1 Primer Forward [Stock 10 µM] 
1 Primer Reverse [Stock 10 µM] 
8 acqua Milli-Q 
 
I primers impiegati nelle reazioni di “Colony-PCR” sono gli stessi 
delle reazioni “Nested-PCR” FULL-HYG e SPLIT-GEN. 
 
Le colonie positive dopo “Colony-PCR” sono state selezionate e subcoltivate per la 
moltiplicazione del plasmide. La colonia positiva viene sfiorata con un puntale sterile che 
viene inoculato in 50 ml di brodo LB addizionato di antibiotico ampicillina [100 µg/ml]. La 
coltura è stata incubata ON a 37°C in agitazione. 
 
 
3.7 Estrazione DNA plasmidico e digestione dei costrutti 
 
Dopo la crescita ON delle colture, il DNA plasmidico dei campioni positivi è stato estratto 
servendosi del kit MIDI Nucleobond® Ax PC100 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren; 
Germany). È stata poi eseguita una corsa elettroforetica con 3 µl di marker GeneRuler™ 
1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas, Milano; Italy) per la quantificazione dei campioni estratti. 
 
 
Quantificazione DNA plasmidico: 
 
– Vettore + FULL-HYG: ≈100 ng/µl 
– Vettore + 5’-SPLIT-GEN: ≈800 ng/µl 
– Vettore + 3’-SPLIT-GEN: ≈300 ng/µl 
 
 
I costrutti vengono excisi enzimaticamente dal vettore digerendo 10 µg di DNA plasmidico di 
ciascun campione. Questo passaggio è importante in quanto l’efficienza di inserzione di 
frammenti linearizzati è molto più elevata di quelli in forma circolare.  
 
	  30	  
ü Excisione del costrutto FULL-HYG; miscela in 1 ml: 
 
µl Digestione FULL-HYG 
50 Buffer A7 
50 Buffer D8 
33,3 Plasmide [≈100 ng/µl] 
6 ApaI9 [10 U/µl] 
6 SalI10 [10 U/µl] 
854,7 acqua Milli-Q 
	  
ü Excisione dei costrutti SPLIT-GEN; 	  
	  
µl Digestione SPLIT-GEN 
50 Buffer MULTI-CORE11 
4 ApaI12 [10 U/µl] 
4 SacI13 [10 U/µl] 
12,5/33 Plasmide UP [≈800 ng/µl]  Plasmide DOWN [≈300 ng/µl] 
429,5/409 acqua Milli-Q acqua Milli-Q 
 
I campioni sono stati digeriti ON a 37°C. Al termine dall’incubazione, un’aliquota di ciascun 
campione è stata corsa in gel di agarosio 1% per verificare il successo della digestione.  
La precipitazione del DNA dei campioni è avvenuta aggiungendo 0,9 volumi di isopropanolo 
e 0,1 volumi di sodio acetato 3 M pH 5,2. Per favorire la precipitazione, i campioni sono stati 
incubati ON a −20°C. Successivamente i campioni sono stati centrifugati 30 minuti a 
massima velocità per precipitare il DNA sotto forma di pellet, che è stato lavato con 500 µl di 
etanolo al 70%. I pellet sono stati asciugati in pompa a vuoto prima di essere risospesi in 
acqua Milli-Q sterile. Il campione FULL-HYG è stato risospeso con 40 µl mentre i campioni 
SPLIT-GEN con 20 µl ciascuno. 
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3.8  Preparazione protoplasti di F. graminearum e trasformazione fungina 
 
I protoplasti di F. graminearum 3827 WT e ΔPG1 sono stati ottenuti da micelio allevato in 
100 ml di terreno YEPD (0,3% estratto di lievito; 10% peptone; 20% D-glucosio) ON a Tamb e 
in agitazione a 150 rpm.  
Il micelio è stato filtrato con Wilson 100 µm e posto a contatto con una soluzione enzimatica 
in KCl 1,2 M [(2,5% Driselasi da Basiomicete; 0,5% enzima di lisi da Trichoderma 
harzianum) Sigma-Aldrich, Milano; Italy] per la lisi della parete cellulare. La miscela è rimasta 
circa 3 ore a 30°C in agitazione a 80 rpm. La formazione di protoplasti è stata controllata al 
microscopio ponendo 25 µl di soluzione in camera di Thoma. I protoplasti ottenuti sono stati 
filtrati attraverso filtri Wilson da 100 µm e 40 µm, poi trasferiti in tubi a fondo rotondeggiante 
per essere centrifugati 10 minuti a 2200 rpm a Tamb. Eliminato il surnatante i protoplasti sono 
stati diluiti in 10 ml di STC−Co (20% saccarosio; 10 mM Tris-HCl pH 8; 50 mM CaCl2) per 
essere contati in camera di Thoma, prima di essere nuovamente centrifugati 10 minuti a 
2200 rpm a Tamb e infine risospesi in STC-Co ad una concentrazione 1x108/ml. 
 
 
3.9 Trasformazione protoplasti 
 
Un’aliquota di 200 µl di soluzione contenente 2x107 protoplasti di F. graminerum WT è stata 
trasferita in tubi a fondo rotondeggiante per essere messa a contatto con il costrutto FULL-
HYG; un’altra aliquota di 200 µl di protoplasti di F. graminerum ΔPG1 viene incubata con i 
costrutti SPLIT-GEN. I tubi sono stati delicatamente roteati quindi incubati 20 minuti a Tamb. 
Trascorsa l’incubazione, alle miscele è stato aggiunto 1 ml di PEG-Co [60% STC-Co; 40% 
PEG 4000 (Sigma-Aldrich, Milano; Italy)]; dopo attenta miscelazione si è proceduto con 
un’altra incubazione di 20 minuti a Tamb. Successivamente sono stati aggiunti ai tubi 5 ml di 
soluzione TB3 (20% saccarosio; 0,3% estratto di lievito; 0,3% caseina idrolizzata acida) ed è 
seguita un’incubazione di 30 minuti in agitazione a 100 rpm a Tamb.  
Al termine, le due miscele sono state suddivise in 5 nuovi tubi e ad ognuno sono stati 
aggiunti 10 ml di TB3 addizionato di agar granulato 1,5% (Difco Laboratories, Detroit, MI, 
USA). I protoplasti, sono stati quindi piastrati in 5 Petri e incubati a 30°C ON per la 
rigenerazione della parete cellulare. 
Dopo la crescita ON, alle piastre contenenti i protoplasti trasformati con costrutto FULL-HYG 
sono stati aggiunti 10 ml di un terreno contenente acqua, agar granulato (1,5%) e antibiotico 
igromicina B [400 µg/ml] (Duchefa Biochemie B.V., Haarlem; The Netherlands), mentre nelle 
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piastre contenenti i protoplasti trasformati con il costrutto SPLIT-GEN è stato aggiunto lo 
stesso terreno ma con antibiotico geneticina [400 µg/ml] (Gibco® - Life Technologies™, 
Milano; Italy) . 
 
 
3.10 Selezione e analisi dei mutanti 
 
3.10.1 Selezione dei mutanti  
 
I mutanti FULL-HYG (ΔPNL-fgsg_01607) e SPLIT-GEN (ΔΔ-PNL-fgsg_01607+PG1) che 
sono cresciuti superando lo di antibiotico sono stati selezionati, recuperati e trasferiti in 
piastre Petri (da 3 ml) contenenti terreno CM14 agarizzato e addizionato di 100 µg/ml del 
rispettivo antibiotico. Le piastre sono state incubate ON a 28°C per controllare l’effettiva 
resistenza dei mutanti al rispettivo antibiotico. 
 
3.10.2 Analisi dei mutanti 
 
I mutanti ΔPNL ottenuti sono stati analizzati in PCR impiegando come stampo DNAg estratto 
rapidamente in microonde e primers (TABELLA 4) disegnati per amplificare regioni interne 
che fungono da sonda per i geni pnl fgsg_01607, hyg e gen. L’estrazione rapida del DNAg 
dei mutanti è avvenuta prelevando con un’ansa sterile dalle piastre Petri un fiocco di micelio 
che è stato immerso in 50 µl di buffer TE. Il micelio è stato trattato 2 volte per 50 secondi a 
massima potenza in microonde, e dopo 5 minuti a Tamb. Si è proceduto con una 
centrifugazione a massima velocità per 5 minuti e un’aliquota di 2 µl della soluzione è stata 
impiegata come stampo nella reazione di PCR. 
 
Sonda  Primers name Sequenza Ta (°C) 
pnl fgsg_01607 
F: LSfg01607-5int CTCTCATCGGCCGTCAGCACATT 
60 
R: LSfg01607-3int CGGCCGAGAGCAGCAGCACAAG 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
14 Soluzione A: 100 g/l Ca(NO3)2 x 4 H2O, sterilizzata per filtrazione; Soluzione B: 20 g/l KH2PO4 ; 25 g/l MgSO4 x 7 H2O; 15 g/l NaCl pH 5.3, 
sterilizzata per filtrazione; 
Yeast Casein-Mix: 1 g/l estratto di lievito; 0,5 g/l caseina idrolizzata enzimaticamente; 0,5 g/l caseina idrolizzata acida sterile; 
MNS: 60 mg/l H3BO3; 320 mg/l CuSO4 x 5 H2O; 13 mg/l KI; 51 mg/l; (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O; 60 mg/l MgSO4 x H2O; 5,48 g/l ZnSO4 x 7 H2O; 932 
mg/l FeCl3 x 6 H2O; 2 ml di cloroformio per sterilizzare la soluzione; 
0,1% glucosio sterilizzato per filtrazione. 
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Igromicina B (hyg) 
F: 5’PrbHPH AAAGTGCCGATAAACATAAC 
55 
R: 3’PrbHPH AGAGTGATGCTTTGAGAGAG 
Geneticina (gen) 
F: GENPrbF AGGATCTCCTGTCATCTCA 
54 
R: GENPrbR CCAAGCTCTTCAGCAATA 
TABELLA 6: Primers impiegati per l’amplificazione di regioni interne dei geni pnl fgsg_01607, hyg e gen. 
 
La reazione PCR è avvenuta in 20 µl contenenti: 
 
µl PCR  
0,5 Primer Forward [Stock 10 µM] 
0,5 Primer Reverse [Stock 10 µM] 
2 DNAg 
10 REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix 
(Sigma-Aldrich, Milano; Italy) 
7 acqua Milli-Q 
 
Cicli impostati al termociclatore: 
94°C è 3 minuti  
94°C è 1 minuto 
Ta è 30 secondi 
72°C è 45 secondi 
72°C è 10 minuti 
 
 
3.11 Digestione del DNAg dei mutanti e analisi Southern Blot  
 
Aliquote di 10 µg di DNAg estratto dai mutanti knock-out e del ceppo WT  di F. graminearum 
sono state digerite con l’enzima di restrizione XhoI (Fermentas, Milano; Italy) per l’analisi 
Southern blot. Analisi in silico hanno accertato che l’enzima XhoI non possiede siti di taglio 
all’interno dei costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN.  
34	  cicli	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Nella TABELLA 5 sono riportati i volumi di DNAg di ciascun ceppo di F. graminearum 
corrispondenti a ≈10 µg. 
 
µl DNAg ceppi 
180 WT 
180 Δ1.6  
180 Δ1.8 







TABELLA 7: ceppi di F. graminearum e corrispondenti volumi di DNAg impiegati nella digestione per l’analisi 
Southern blot. I volumi corrispondo a ≈10 µg di DNAg. Δ: mutanti ΔPNL; ΔΔ: mutanti ΔPNL+PG1. 
	  
La digestione è avvenuta ON a 37°C in 700 µl contenenti 3 µl di enzima di restrizione XhoI 
[10 U/µl]. 
 
Dopo aver controllato la digestione in gel di agarosio 1%, i campioni sono stati precipitati 
aggiungendo 0,9 volumi di isopropanolo e 0,1 volumi di sodio acetato 3 mM pH 5,2. Per 
favorire la precipitazione, i campioni sono stati incubati 2 ore a -20°C. Successivamente i 
campioni sono stati centrifugati 30 minuti a massima velocità cosi da rendere visibile il pellet 
di DNAg, che è stato lavato con etanolo 70% e asciugato in pompa a vuoto. I campioni sono 
stati risospesi in 20 µl di acqua Milli-Q sterile. 
 
3.11.1 Elettroforesi in gel di agarosio  
 
I campioni di DNAg digerito sono stati riscaldati 5 minuti a 65°C prima di essere caricati in 
gel di agarosio 1% e fatti correre elettroforeticamente senza etidio bromuro in buffer TAE 
(0,8 mM Tris; 0,4 mM acido acetico; 0,04 mM EDTA pH 8) per 4 ore a 80 Volt. Terminata la 
corsa ogni gel è stato incubato 15 minuti in una soluzione contenente Etidio bromuro (100 ml 
acqua Milli-Q + 8 µl Etidio bromuro [Stock 10 µg/µl]), per rendere visibili i campioni. Dopo 
l’esposizione agli UV per la fotografia con un righello, il gel viene sciacquato rapidamente in 
acqua.  
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3.11.2 Marcatura delle sonde PNL fgsg_01607, HYG e GEN 
 
Le sonde marcate per analisi Southern blot hybridization dei mutanti sono state realizzate 
mediante PCR, impiegando come stampo il DNAg di F. graminearum 3827 WT per la sonda 
PNL, e i plasmidi contenenti il rispettivo gene marcatore di selezione per le sonde HYG e 
GEN. La marcatura della sonda è avvenuta impiegando il nucleotide Uracile (dUTP) 
coniugato alla Digossigenina (Roche Applied Science, Mannheim; Germany). 
 







Cicli impostati al termociclatore: 
94°C è 3 minuti  
94°C è 1 minuto 
Ta °C (TABELLA 6) è 1 minuto 
72°C è 2 minuti 
72°C è 10 minuti 
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
15,16 Fermentas, Milano; Italy 
	  
17/18 I primers Forward e Reverse impiegati nella reazione di marcatura della sonda, sono riportati nella TABELLA 6. 
 
µl Sonde  
1 Stampo [50 ng/µl] 
10 10X Taq buffer15 
2 Taq polimerasi16 [10 U/µl] 
6 MgCl2 [Stock 25 mM] 
5 dATP; dGTP; dCTP [Stock 1 mM] 
4 dTTP [Stock 1 mM] 
1 dUTP-Digossigenina [Stock 1 mM] 
1 Primer Forward [Stock 10 µM] 17 
1 Primer Reverse [Stock 10 µM]18 
59 acqua Milli-Q 
34	  cicli	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Le sonde PNL fgsg_01607 (405 pb), HYG (475 pb) e GEN (400 pb) sono state infine 
purificate servendosi del kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Milano; 
Italy). 
 
3.11.3 Southern blot  
 
Ogni gel è stato agitato per 45 minuti con una soluzione denaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 
M) e poi per altri 45 minuti in una soluzione neutralizzante (NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M pH 8). 
Sopra ogni gel è stata posta una membrana di nylon (Amersham Hybond -N+; GE Healthcare 
Life Sciences, Milano; Italy) carica positivamente in cui trasferire il DNA per capillarità dal gel 
di agarosio. Il trasferimento è avvenuto in presenza di tampone salino SSC 10X (175,3 g/l 
NaCl; 88,2 g/l sodio citrato pH 7). Dopo un contatto ON tra il gel e la membrana, quest’ultima 
è stata sciacquata 10 minuti in soluzione SSC 2X. Le membrane sono state poi asciugate e 
successivamente poste 1 ora in stufa a 80°C per favorire la fissazione del DNA. 
Le membrane sono state quindi incubate 3 ore a 65°C in 20 ml di soluzione di pre-
ibridazione (0.1% N-lauril-sarcosina; 0,02% SDS; 0,5% Blocking reagent; SSC 5X) in modo 
da sfavorire appaiamenti aspecifici tra il DNA e la sonda.  
Dopo l’incubazione, le membrane vengono ibridate con la sonda specifica, precedentemente 
bollita per 5 minuti e raffreddata 1 minuto in ghiaccio. 
La sonda [5 ng/cm2 di membrana] viene diluita direttamente nella soluzione di pre-ibridazione 
e la membrana rimane a contatto con la sonda ON in agitazione a 65°C. Successivamente 
sono stati eseguiti alcuni lavaggi delle membrane con 2 soluzioni riscaldate a 65°C 
contenenti SSC 2X e SDS 0,1% (I° lavaggio da 15 minuti) e SSC 0,1X e SDS 0,1% (II° 
lavaggio da 30 minuti). Ogni membrana è stata poi immersa in 100 ml di Washing buffer 
[Acido maleico 1X; Tween-20 0,3% (v/v)] per 5 minuti e successivamente in 100 ml di 
Blocking solution [Acido maleico 1X; blocking reagent 1% (Roche Applied Science, 
Mannheim; Germany)] per un’ora in agitazione in modo da bloccare tutti i siti aspecifici in cui 
potrebbe legarsi l’anticorpo anti-Digossigenina. Alla soluzione di bloccaggio è stato quindi 
aggiunto l’anticorpo anti-Digossigenina coniugato alla fosfatasi alcalina [Stock 750 U/ml], 
diluito 1:15000. Dopo un’incubazione delle membrane in agitazione per 30 minuti a Tamb 
sono stati effettuati 2 lavaggi di 15 minuti con Washing buffer per rimuovere l’anticorpo non 
legato. Infine le membrane sono state incubate 3 minuti in Detection buffer (Tris-HCl100 mM 
pH 9,5; NaCl 100 mM) in cui è stato diluito 1:100 il CDP-Star [25 mM (Roche Applied 
Science, Mannheim; Germany)] che funge da substrato chemioluminescente per la fosfatasi 
alcalina. Le membrane sono state poi avvolte in una pellicola trasparente ed esposte per 3 
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ore ad una lastra autoradiografica (Kodak) al buio in una cassetta di esposizione (Sigma-
Aldrich, Milano; Italia).  
Lo sviluppo chemioluminescente su lastra è avvenuto mediante lavaggi rapidi in una 
soluzione di sviluppo e in una soluzione di fissaggio. 
 
 
3.12 Test di patogenicità dei mutanti di F. graminearum  
 
3.12.1 Test di patogenicità in soia 
 
Il test di patogenicità in soia è stato eseguito secondo il protocollo “Rolled Towel” messo a 
punto da Ellis et al. (2011) con alcune modificazioni. L’inoculo è stato allestito mettendo 20 
semi (cv Dekabig, Asgrow® MONSANTO, Milano; Italy) in fila al centro di 2 salviette 
precedentemente sterilizzate (vedi FIGURA 3), e bagnate con 25 ml di acqua sterile e 
inoculando ogni seme con 200 µl di sospensione conidiale fresca. Altre 2 salviette sono state 
sovrapposte alle prime e bagnate con altri 30 ml di acqua sterile e il tutto è stato arrotolato in 
modo da realizzare un cilindro che è stato posto in verticale per consentire germinazione e 
crescita delle plantule. È stato realizzato un “Rolled Towel” per ogni ceppo fungino analizzato 
e uno per il testimone, sostituendo la sospensione conidiale con acqua. L’incubazione è 
avvenuta al buio a 25°C per 6 giorni. I test di patogenicità sono stati realizzati con 
sospensioni conidiali a diversa concentrazione: 1x105 conidi/ml, 5x104 conidi/ml e 1.25x104 
conidi/ml. Al sesto giorno sono state misurate la lunghezza della lesione e la lunghezza 
totale della plantula. La virulenza dei ceppi di F. graminearum è stata determinata misurando 
il Disease Index, cioè il rapporto tra la lunghezza della lesione e la lunghezza totale della 
plantula. 
 
FIGURA 3. A SINISTRA: 20 semi di soia ordinati su una salvietta di carta sterile per realizzare il “Rolled Towel”.  
A DESTRA: modalità di calcolo del Disease Index (indice di malattia) che corrisponde al rapporto tra la 
lunghezza della lesione e la lunghezza totale della plantula, moltiplicato per 100.  
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3.12.2 Test di patogenicità in frumento 
 
Le piante di frumento (cv Bobwhite) sono state allevate in condizioni di temperatura e 
fotoperiodo controllate fino al momento della fioritura. In particolare, dopo una 
vernalizzazione di 7 giorni le piante sono state fatte crescere per 1 mese a 17/19°C 
(notte/giorno) con un fotoperiodo di 14 ore; poi a 19/22°C (notte/giorno) sempre con un 
fotoperiodo di 14 ore fino alla fine dell’infezione. 
Per ogni spiga di frumento 2 fiori di 2 spighette opposte sono state inoculate con 10 µl di una 
sospensione conidiale (2x105 conidi/ml) di F. graminearum WT o mutante. Le spighe infette 
sono state ricoperte per 3 giorni con un sacchetto trasparente inumidito per creare una 
condizione di umidità favorevole per lo sviluppo del fungo. Le piante sono state mantenute 
per 21 giorni in condizioni controllate e i sintomi sono stati monitorati rapportando il numero 
di spighette sintomatiche sul totale di spighette presenti sulla spiga (% di spighette infette) a 
7, 10, 12, 15, 18 e 21 giorni.  
 
 
FIGURA 4: le spighe di frumento dopo l’inoculo vengono ricoperte con dei sacchetti di plastica 
precedentemente bagnati per creare una condizione di umidità favorevole allo sviluppo del fungo. 
	  
	  
3.13 Induzione e saggi di attività pectinasiche in mutanti di F. graminearum  
 
3.13.1 Preparazione dei filtrati colturali di F. graminearum WT, ΔPG1 e ΔPME e loro 
confronto con i mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 
 
Tondelli di micelio di F. graminearum WT e dei mutanti ΔPG1 e ΔPME sono stati allevati 2, 3 
e 4 giorni a 24°C e in agitazione a 100 rpm in 50 ml di terreno Szécsi addizionato di pectina 
[NH4H2PO4 0,09%; (NH4)2HPO4 0,2%; MgSO47H2O 0,01%; KCl 0,05%; pectina di mela 1% 
(70-75% di esterificazione; Sigma-Aldrich, Milano; Italy)]. Le colture ottenute sono state 
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filtrate, concentrate con il sistema per ultrafiltrazione Vivaflow 200 (10,000 MWC PES; 
Sartorius, Goettingen; Germany) e diafiltrate 3 volte contro acqua per avere un volume finale 
di 50 ml. I filtrati colturali così ottenuti sono stati utilizzati per saggiare l’attività 
pectinmetilesterasica (PME) dopo isoelettrofocalizzazione (IEF) e per l’attività 
poligalatturonasica (PG) mediante il saggio degli zuccheri riducenti. 
 
Per verificare l’attività pectinliasica (PNL) e PG, tutti i mutanti ottenuti sono stati inoltre 
allevati in piastre da 24 pozzetti (p24; Sarstedt). Nei pozzetti sono stati distribuiti 2 ml di 
terreno Szécsi e sono stati inoculati 2x104 conidi di ciascun ceppo di F. graminearum: 3 
repliche per WT, ΔPG1 e ΔPME, 2 repliche per i mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1. La piastra è 
stata incubata a 24°C. Dopo 3 giorni le colture sono state raccolte, centrifugate e saggiate 
mediante saggi di diffusione. 
 
3.13.2 Saggi di diffusione su substrato agarizzato  
 
È stato predisposto un gel di agarosio 1% contenente 1% di pectina di mela (70-75% di 
esterificazione; Sigma-Aldrich, Milano; Italy), 5 mM CaCl2 e buffer McIlvaine a pH 6,5, che è 
stato fatto solidificare su un coperchio di una piastra p24. Nel gel così preparato sono stati 
praticati dei fori di 5 mm di diametro nei quali è stata applicata un’aliquota di 40 µl delle 
colture centrifugate come qui sopra riportato.  
Dopo 16 ore il gel di agarosio è stato ricoperto con una soluzione di Rosso di Rutenio 0,04% 
e poi decolorato con acqua Milli-Q.  
 
3.13.3 Analisi IEF dei ceppi WT e ΔPME 
 
L’attività PME è stata analizzata attraverso IEF usando gel di poliacrilammide (PAA) 0,8 mm, 
contenente 1,6% (v/v) di anfoliti carrier per una copertura di pH da 6 a 8 (GE Healthcare, 
Sweden) e da 8 a 10,5 (Sigma; Italy). Le isoforme PME sono state rilevate dopo 
trasferimento (blotting) su gel contenente 15 ml di buffer McIlvaine pH 6, pectina di mela 
0,05% [(70-75% di esterificazione) Sigma-Aldrich, Milano; Italy], agarosio 1%. Dopo 45 






3.13.4 Saggi di attività PG dei ceppi ΔPG1 
 
L’attività PG è stata determinata con il saggio degli zuccheri riducenti in accordo con Milner e 
Avigad (1967), incubando 5-10 µl di filtrato colturale concentrato e diafiltrato in 200 µl di 
miscela di reazione contenente come substrato acido poligalatturonico (PGA) 0,25% per 30 
minuti. Il PGA è stato sciolto in un buffer di sodio acetato 50 mM, pH 6. L’unità riducente 
(UR) è definita come la quantità di enzima necessaria per il rilascio di 1 µmol/min di gruppi 
riducenti usando come standard l’acido D-galatturonico. 
 
3.13.5 Saggi di attività PG su pectina metilata dei ceppi ΔPME 
 
L’attività PG dei filtrati culturali di F. graminearum ceppi WT e mutanti ΔPME è stata misurata 
attraverso il saggio degli zuccheri riducenti descritto da Milner e Avigad (1967) modificato 
come segue: 5 µl di filtrato culturale concentrati e diafiltrati sono stati incubati per 30 minuti a 
30°C in 200 µl di miscela di reazione contenente acido poligalatturonico [PGA (Sigma-
Aldrich, Milano; Italy)] 0,1% in un buffer di sodio acetato 50 mM, pH 6,0. Un’unità riducente 
(UR) viene definita come la quantità di enzima richiesto per rilasciare 1 µmol/min di gruppi 
riducenti usando come standard l’acido D-galatturonico. Alla luce del dosaggio appena 
descritto, un’uguale quantità di attività PG (0,005 UR) di ogni cultura è stata quindi saggiata 
su due substrati a diverso grado di esterificazione, PGA e pectina di mela (70-75% di 
esterificazione, Sigma-Aldrich, Milano; Italy) allo 0,1% a pH 6. Sono stati misurati i gruppi 
riducenti e sono state calcolate le percentuali d’idrolisi per ogni substrato dopo 24 ore di 
incubazione a 30°C. Le percentuali d’idrolisi sono state calcolate facendo il rapporto tra il 
numero di µg equivalenti di acido D-galatturonico effettivamente liberati, e i µg equivalenti 
liberabili in caso di totale degradazione dei substrati. 
 
  




4.1 Real Time PCR 
 
Lo studio di espressione dei geni pnl e pg1 F. graminearum è stato condotto mediante analisi 
qPCR, partendo da RNA estratto da spighette di frumento 24 ore dopo l’infezione con il 
fungo.  
La prima analisi qPCR ha avuto come fine la quantificazione relativa dei livelli di espressione 
dei tre geni codificanti pnl di F. graminearum durante l’infezione, usando come gene 
costitutivo la β-tubulina (fgsg_06611) del fungo. 
 
 
FIGURA 6: Quantificazione relativa tramite qPCR del livello di espressione dei geni PNL di F. graminearum in 
frumento a 24 hpi. Ogni trascritto è stato normalizzato con il gene (fgsg_06611) codificante la β-tubulina 
utilizzato come standard interno, la cui espressione è fissata =1. Le barre di errore rappresentano le deviazioni 
standard di tre repliche.  
	  
	  
Il gene codificante la pnl fgsg_01607 è risultato il più espresso con un livello di espressione 








Il livello di espressione del gene fgsg_01607 è stato successivamente confrontato con il 
trascritto del gene fgsg_11011 codificante la pg1 di F. graminearum.  
 
 
FIGURA 7: confronto dell’espressione tra la pg1 (gene fgsg_11011) e la pnl (gene fgsg_01607) a 24 hpi di 
spighe di frumento. Ogni trascritto è stato normalizzato con il gene (fgsg_06611) codificante la β-tubulina 
utilizzato come standard interno, la cui espressione è fissata =1. Le barre di errore rappresentano le deviazioni 
standard di tre repliche. 
	  
A 24 hpi il livello di trascritto della PG1 è risultato 3 volte meno espresso della pnl 
fgsg_01607 (FIGURA 7). 
 
 
4.2  Preparazione dei costrutti per il knock-out del gene pnl fgsg_01607  
 
4.2.1 Ottenimento del costrutto FULL-HYG 
 
La corsa elettroforetica in gel di agarosio 1% degli amplificati UP-hyg e DOWN-hyg ha 
confermato l’ottenimento dei frammenti delle dimensioni attese (≈900 pb) con una buona 
resa a tutte le Ta °C testate (FIGURA 8). Per ovviare al problema degli aspecifici presenti 
negli amplificati UP-hyg, si sono tagliate le bande d’interesse dal gel e sono state purificate 
in colonnina assieme all’amplicone DOWN-hyg.  
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FIGURA 8: amplificazione delle regioni fiancheggianti UP-HYG (922 pb) e 
DOWN-HYG (931 pb) la pnl fgsg_01607. Di ogni campione sono stati 
caricati in gel 10 µl. Corsia 1: amplificato UP-hyg a 57.6°C selezionato; 
corsia 2: amplificato UP-hyg a 56.4 °C; corsia 3: amplificato UP-hyg a 
54.7°C; corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA Ladder 
(Fermentas); corsia 4: amplificato DOWN-hyg 57.6°C; corsia 5: 
amplificato DOWN-hyg a 56.4°C; corsia 6: amplificato DOWN-hyg 54.7°C.  
 
Mediante la reazione di “Fusion-PCR” gli ampliconi UP-hyg (922 pb) e DOWN-hyg (931 pb) 
purificati sono stati fusi con il gene hyg codificante la resistenza all’igromicina. Per la 
reazione sono state sfruttate le code di 29 nucleotidi delle due regioni UP-hyg e DOWN-hyg. 
Per aumentare la specificità del costrutto alla “Fusion-PCR” è seguita la reazione “Nested-
PCR” che ha permesso l’ottenimento di un costrutto con gene marcatore di selezione hyg 
intero (Full-Marker) delle dimensioni di 3616 pb (dato non mostrato). 
 
4.2.2 Ottenimento dei costrutti SPLIT-GEN 
 
L’amplificazione delle regioni fiancheggianti la pnl fgsg_01607 per realizzare i costrutti 
SPLIT-GEN, denominate UP-gen e DOWN-gen, è avvenuta alle stesse condizioni descritte 
per il costrutto FULL-HYG. Anche in questo caso l’amplificazione del frammento UP-gen ha 
prodotto amplificati aspecifici, quindi le bande d’interesse sono state tagliate dal gel e 
purificate, così come l’amplicone DOWN-gen (FIGURA 9). 
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FIGURA 9: amplificazione delle regioni fiancheggianti UP-gen e DOWN-gen la pnl 
fgsg_01607. Di ogni campione sono stati caricati in gel 10 µl. Corsia 1: amplificato 
UP-gen a 57.6°C selezionato; corsia 2: amplificato UP-gen a 56.4°C; corsia 3: 
amplificato UP-gen a 54.7°C; corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA 
Ladder (Fermentas); corsia 4: amplificato DOWN-gen 57.6°C; corsia 5: amplificato 
DOWN-gen a 56.4°C; corsia 6: amplificato DOWN-gen 54.7°C. 
 
Il prodotto di fusione delle regioni UP-gen e DOWN-gen con il gene marcatore di selezione 
gen è stata usato usato come stampo per una reazione di “Nested-PCR” che ha permesso di 
ottenere i due costrutti parziali (5’-SPLIT-GEN e 3’-SPLIT-GEN) delle dimensioni attese di 
2949 pb e 2580 pb, per attuare la tecnica “Split-Marker”. I prodotti di amplificazione sono 
stati purificati e un’aliquota di ciascun costrutto è stata corsa in gel di agarosio 1% per la 
quantificazione (FIGURA 10).  
 
	  
FIGURA 10: prodotti SPLIT-GEN purificati e quantificati su gel di agarosio 1%. 
Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA Ladder (Fermentas); corsia 1: 
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4.2.3 Clonaggio dei costrutti nel vettore pGEM®-T Easy 
 
I costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN sono stati ligati al vettore plasmidico pGEM®-T Easy 
(rapporto 3:1 inserto-vettore) per la trasformazione di cellule competenti di Escherichia coli 




FIGURA 11: vettore p-GEM®-T Easy impiegato per la clonazione dei costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN. Le 
frecce blu riportano gli enzimi impiegati per l’excisione del costrutto FULL-HYG, mentre le frecce gialle indicano 
quelli impiegati per il costrutto SPLIT-GEN. l’analisi in silico ha permesso di scegliere gli enzimi di restrizione 
che non possiedono un sito di taglio all’interno del costrutto.  
	  
Alcune colonie trasformate bianche sono state selezionate e testate in “Colony-PCR” per la 
presenza dei costrutti.  
 
	  
FIGURA 12: risultato della “Colony-PCR” per il costrutto FULL-HYG. Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus 
DNA Ladder (Fermentas); corsie 1/10: 10 colonie bianche selezionate dalle piastre e testate in “Colony-PCR”. 
Le colonie presenti nelle corsie 3 e 5 sono risultate positive per l’inserto FULL-HYG utilizzando i primers 
Fg1607-NestF, Fg1607-NestR in quanto un amplicone delle dimensioni attese (≈3600 pb). La colonia 5 (riquadro 
bianco) è stata sfiorata con un puntale sterile che è stato inoculato in terreno LB liquido addizionato di 
ampicillina. 
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Due colonie sono risultate positive per l’inserto FULL-HYG (FIGURA 12); di queste, la  
colonia 5 è stata selezionata per l’allevamento in terreno LB per la successiva estrazione del 
DNA plasmidico.  
 
 
FIGURA 13: “Colony-PCR” per la conferma della positività delle colonie bianche per il costrutto 5’SPLIT-GEN. 
Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA Ladder (Fermentas); corsie 1/6: 6 colonie bianche selezionate 
dalle piastre e testate in “Colony-PCR”. La colonia 6 (riquadro bianco) è stata selezionata, quindi sfiorata con 
un puntale sterile che è stato inoculato in 50 ml di LB addizionato di antibiotico ampicillina (100 µg/ml). 
 
Quattro colonie sono risultate positive per il costrutto 5’-SPLIT-GEN (FIGURA 13). Per 
l’estrazione del DNA plasmidico è stata selezionata la colonia 6 (riquadro bianco). 
 
	  
FIGURA 14: “Colony-PCR” per la conferma della positività delle colonie bianche per il costrutto 3’SPLIT-GEN. 
Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA Ladder (Fermentas). Corsie 1/7: colonie bianche selezionate 
dalle piastre e testate in “Colony-PCR”. La colonia 2 (riquadro bianco) è stata selezionata, quindi sfiorata con 
un puntale sterile che è stato inoculato in 50 ml di LB addizionato di antibiotico ampicillina (100 µg/ml). 
	  
Per quanto riguarda il costrutto 3’-SPLIT-GEN, le colonie positive per l’inserto sono risultate 
essere 3 (FIGURA 14). Per l’ottenimento del DNA plasmidico è stata selezionata la colonia 2 
(riquadro bianco). 
 
Le colonie selezionate sono state allevate 16 ore a 37°C in terreno liquido LB addizionato di 
Ampicillina (100 µg/ml). 
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Dopo estrazione dei DNA plasmidici contenenti i costrutti si è proseguito con la digestione 
enzimatica in quanto è indispensabile linearizzare i costrutti per avere un’elevata efficienza 
nella ricombinazione omologa. L’excisione del vettore p-GEM®-T Easy è avvenuta 
impiegando gli enzimi di restrizione ApaI – SalI per linearizzare il costrutto FULL-HYG e ApaI 
– SacI per linearizzare i costrutti SPLIT-GEN. 
La successiva corsa elettroforetica in gel di agarosio 1% ha confermato le corrette excisione 
del costrutto dal vettore (FIGURE 15 e 16).  
 
	  
FIGURA 15: corsa elettroforetica della digestione del vettore pGEM®-T Easy (≈3000 pb). Corsia 1: la prima 
banda all’altezza di ≈4000 pb corrisponde all’inserto FULL-HYG (3600 pb) mentre la banda sottostante, 
contenente il costrutto FULL-HYG di ≈3000 pb, rappresenta il vettore linearizzato (3015 pb). Corsia M: 3 µl 
marker GeneRuler™1kb plus DNA Ladder (Fermentas). 
	  
	  
FIGURA 16: corsa elettroforetica della digestione del vettore pGEM®-T Easy (≈3000 pb). Corsia M: 3 µl marker 
GeneRuler™1kb plus DNA Ladder (Fermentas); corsia 1: digestione del costrutto 5’-SPLIT-GEN (2949 pb). La 
risoluzione della fotografia non permette di apprezzare due bande distinte a causa delle dimensioni simili tra 






4.3 Trasformazione protoplasti del fungo F. graminearum e analisi PCR 
 
4.3.1 Trasformazione protoplasti 
 
I protoplasti ottenuti dalla lisi della parete cellulare del micelio di F. graminearum ceppo WT e 
ceppo ΔPG1 sono stati trasformati rispettivamente con i costrutti FULL-HYG e SPLIT-GEN. 
Dalla trasformazione del ceppo WT con il costrutto FULL-HYG si sono ottenute 16 colonie 
putativamente mutanti (ΔPNL fgsg_01607) resistenti all’antibiotico igromicina; mentre dalla 
trasformazione del ceppo ΔPG1 con il costrutto SPLIT-GEN sono state selezionate 29 
colonie putativamente mutanti (ΔΔpnl fgsg_01607 + PG1 fgsg_11011).  
 
4.3.2 Analisi PCR 
 
L’effettiva trasformazione è stata verificata mediante reazione PCR e utilizzando dei primers 
disegnati appositamente per rilevare regioni interne ai geni pnl fgsg_01607, hyg e gen.  
Lo screening per PCR ha mostrato che 5 colonie ΔPNL non mostravano l’amplificazione del 




FIGURA 17: gel di agarosio 1% in cui sono stati caricati gli ampliconi ottenuti dalla PCR di screening di alcune 
colonie fungine putativamente mutanti.  
SINISTRA: amplificazione del gene pnl fgsg_01607 (con i primers Forward LSfg01607-5int e Reverse 
LSfg01607-3int). Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas); corsia 1: colonia Δ1.8; 
corsia 2: colonia 2.9; corsia 3: colonia 2.13; corsia 4: colonia 2.15; corsia 5: colonia 2.17; corsia 6: colonia 2.18; 
corsia 7: colonia Δ2.23; corsia 8: colonia Δ2.24; corsia 9: controllo negativo.  
DESTRA: amplificazione del gene hyg (con i primers Forward 5’PrbHPH e Reverse 3’PrbHPH). Corsia M: 3 µl 
marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas); corsia 1: colonia Δ1.8; corsia 2: colonia 2.9; corsia 3: 
colonia 2.13; corsia 4: colonia 2.15; corsia 5: colonia 2.17; corsia 6: colonia 2.18; corsia 7: colonia Δ2.23; corsia 
8: colonia Δ2.24; corsia 9: controllo negativo. 
 
 
Lo screening delle colonie putativamente mutanti ΔΔPNL+PG1 ha messo in evidenza che 7 
colonie positive, denominate ΔΔ7.1, ΔΔ7.7, ΔΔ7.12, ΔΔ7.14, ΔΔ7.15, ΔΔ7.19 e ΔΔ7.23, non 
mostravano l’amplificazione del gene pnl fgsg_01607 (FIGURA 18). 
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FIGURA 18: gel di agarosio 1% in cui sono stati caricati gli ampliconi del gene pnl fgsg_01607 ottenuti con la 
PCR di screening di alcune colonie fungine putativamente mutanti. 
 
SINISTRA: amplificazione del gene pnl fgsg_01607 con i primers Forward LSfg01607-5int e Reverse 
LSfg01607-3int. Corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas); corsia 1: colonia ΔΔ7.1; 
corsia 2: colonia ΔΔ7.14; corsia 3: colonia ΔΔ7.15; corsia 4: colonia ΔΔ7.23; corsia 5: controllo negativo.  
	  
DESTRA: amplificazione del gene gen con i primers Forward GENPrbF e Reverse GENPrbR. Corsia M: 3 µl 
marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas); corsia 1: colonia ΔΔ7.1; corsia 2: colonia ΔΔ7.14; corsia 
3: colonia ΔΔ7.15; corsia 4: colonia ΔΔ7.23; corsia 5: controllo negativo. 
 
Come controllo positivo il gene pnl fgsg_01607 è stato amplificato utilizzando come stampo il 
DNAg del fungo F. graminearum ceppo 3827 WT (FIGURA 19).  
 
 
FIGURA 19: amplificazione del gene pnl fgsg_01607 utilizzando come stampo DNAg di F. graminearum ceppo 
WT e i primers Forward LSfg01607-5int e Reverse LSfg01607-3int (corsia 1). Corsia M: 3 µl marker 
GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas). 
	  
	  
4.4 Analisi Southern blot delle colonie fungine mutanti 
 
Per l’analisi Southern blot sono stati selezionati i mutanti Δ1.6, Δ1.8, Δ2.12, Δ2.23, Δ2.24, 
ΔΔ7.1, ΔΔ7.15 e ΔΔ7.23. 
I campioni di DNAg sono stati digeriti con l’enzima di restrizione XhoI e, al termine della 
digestione, sono stati precipitati, risospesi in 20 µl di acqua sterile e caricati su 3 gel distinti 




FIGURA 20: gel di agarosio 1% in cui sono stati caricati i DNAg digeriti. 
A: corsia 1: WT; corsia 2: Δ1.6; corsia 3: Δ1.8; corsia 4: Δ2.12; corsia 5: Δ2.23; corsia 6: Δ2.24; corsia 7: 
ΔΔ7.1; corsia 8: ΔΔ7.15; corsia 9: ΔΔ7.23; corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas). 
I campioni presenti nel gel sono stati ibridati con la con la sonda PNL. 
B: corsia 1: 3827 WT; corsia 2: Δ1.6; corsia 3: Δ1.8; corsia 4: Δ2.12; corsia 5: Δ2.23; corsia 6: Δ2.24; corsia M: 3 µl marker 
GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas). I campioni presenti nel gel sono stati ibridati con la con la sonda HYG. 
C: corsia 1: ΔΔ7.1; corsia 2: ΔΔ7.15; corsia 3: ΔΔ7.23; corsia M: 3 µl marker GeneRuler™1kb plus DNA ladder (Fermentas). I 
campioni presenti nel gel sono stati ibridati con la con la sonda GEN. 
 
Il knock-out del gene fgsg_01607 è stato dimostrato in tutte le colonie analizzate mediante 
Southern blot. Infatti dopo ibridazione con la sonda PNL, solo il ceppo WT presenta un unico 
segnale di ibridazione della dimensione attesa corrispondente ad una altezza di ≈6000 pb 
(FIGURA 21A). Nel caso di ibridazione con la sonda HYG si notano più segnali d’ibridazione 
ad altezze diverse (FIGURA 21B); in particolare si osserva una banda delle dimensioni 
attese (≈7000 pb) in corrispondenza del mutante Δ1.8 (FIGURA 21B, corsia 3). Nella corsia 
del mutante Δ2.12 (FIGURA 21B, corsia 4) è stato rilevato un segnale molto intenso ad una 
altezza superiore alle 20000 pb, mentre il mutante Δ2.23 ha prodotto un segnale di 
ibridazione ad una altezza >10000 pb (FIGURA 21B, corsia 5); infine si osserva una singola 
banda di ≈10000 pb in corrispondenza del mutante Δ2.24, probabilmente dovuta ad una 
integrazione doppia del costrutto nel sito del gene pnl (FIGURA 21B, corsia 6). Il mutante 
Δ1.6 (FIGURA 21B, corsia 2) ha prodotto segnali di ibridazione molto deboli, uno dei quali di 
≈7000 pb.  
L’ibridazione con la sonda GEN ha prodotto una banda delle dimensioni attese all’altezza 
attesa di ≈7000 pb nel caso del mutante ΔΔ7.15 (FIGURA 21C, corsia 2) e una banda 
>10000 pb in corrispondenza dei mutanti ΔΔ7.1 e ΔΔ7.23 (FIGURA 21C; corsia 1 e 3). 
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FIGURA 21: lastre autoradiografiche sviluppate dopo esposizione delle membrane per 3 ore al buio in presenza 
di CDP-Star, substrato della fosfatasi alcalina.  
A: segnale di ibridazione emesso dai campioni incubati con la sonda PNL. Corsia 1: WT; corsia 2: Δ1.6; corsia 
3: Δ1.8; corsia 4: Δ2.12; corsia 5: Δ2.23; corsia 6: Δ2.24; corsia 7: ΔΔ7.1; corsia 8: ΔΔ7.15; corsia 9: ΔΔ7.23. 
B: segnali di ibridazione emessi dai campioni incubati con la sonda HYG. Corsia 1: WT; corsia 2: Δ1.6; corsia 3: 
Δ1.8; corsia 4: Δ2.12; corsia 5: Δ2.23; corsia 6: Δ2.24 
C: segnali di ibridazione emessi dai campioni incubati con la sonda GEN. Corsia 1: ΔΔ7.1; corsia 2: ΔΔ7.15; 
Corsia 3: ΔΔ7.23. 
	  
 
4.5 Caratterizzazione dei mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 
 
I mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 di F. graminearum sono stati caratterizzati in vitro assieme al 
mutante ΔPG1 disponibile nel laboratorio.  
 
4.5.1 Saggi di diffusione su substrato agarizzato 
 
Il saggio di diffusione su substrato contenente pectina altamente metilata mette in evidenza 
degli aloni di diametro variabile a seconda dell’attività pectinasica prodotta dal WT e dai 
mutanti testati. Nel caso dei ceppi mutanti in cui il gene pg1 risulta deleto (ΔΔPNL+PG1 e 
ΔPG1), si è osservato un alone di diffusione ridotto, confermando la difficolta di questi 
mutanti nel degradare la pectina altamente metilata in assenza di PG1 (FIGURA 22). 
L’osservazione che i mutanti doppi ΔΔPNL+PG1 hanno mostrato una riduzione dell’alone 
comparabile a quella osservata nei mutanti singoli ΔPG1, e che tutti i mutanti ΔPNL hanno 
prodotto un alone comparabile a quello del WT, sembra indicare che la delezione del gene 
pnl fgsg_01607 non abbia comportato una riduzione rilevabile dell’attività PNL (FIGURA 22). 
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FIGURA 22: saggio di attività PNL e PG in gel di agarosio 1% a pH6 contenente pectina di mela altamente 
esterificata (70-75%) fatto solidificare in un coperchio di una piastra p24 e sviluppato con rosso di Rutenio 
0,04%.  
Riquadro azzurro: ceppi ΔPNL; riquadro arancio: ceppi ΔΔPNL+PG1; riquadro verde: ceppo ΔPG1; riquadro 
giallo: WT. 
 
4.5.2 Saggio dell’attività PG dei mutanti ΔPG1 
 
L’attività poligalatturonasica (PG) di un mutante ΔPG1 prodotto in coltura liquida contenente 
pectina come unica fonte carboniosa è stata misurata con il saggio degli zuccheri riducenti a 
2, 3 e 4 giorni (d) di coltura. 
 
	  
FIGURA 23: attività poligalatturonasica espressa in UR/ml dei ceppi di F. graminearum WT e ΔPG1 a 2, 3 e 4 
giorni. Le barre di errore rappresentano le deviazioni standard di 3 repliche. 
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Il saggio ha mostrato che l’attività PG prodotta dal mutante ΔPG1 è ridotta di circa 7-9 volte 
in confronto al WT, principalmente dopo 2 e 3 giorni di coltura (FIGURA 23).  
 
 
4.6 Test di patogenicità con i mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 
 
4.6.1 Test di patogenicità su soia 
 
I mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 di F. graminearum sono stati inoculati in soia per la 
valutazione della virulenza. Tutti i ceppi testati a 6 dpi sono risultati virulenti e con un 
Disease index non significativamente diverso da quello del WT. 
 
	  
FIGURA 24: risultati delle infezioni di 20 semi di soia con 20000 conidi/seme. In ascissa la percentuale di 
Disease index. Le barre di errore rappresentano le deviazioni standard. L’esperimento è stato ripetuto 2 volte 
ottenendo gli stessi risultati. 
	  
Dall’elaborazione dei primi dati d’infezione, eseguiti con una dose di 20000 conidi/seme, il 
Disease index del ceppo WT è risultato comparabile con quello dei ceppi mutanti ΔPNL 
(FIGURA 24).  
Infezioni con dosi d’inoculo più ridotte (10000 conidi/seme) non hanno fornito risultati diversi: 
anche in questo caso, il Disease index era ≈100% sia per il ceppo WT che per i mutanti 




Test di infezione con una dose di 10000 conidi/seme sono stati condotti anche con i ceppi 
ΔΔ7.1, ΔΔ7.15 e ΔΔ7.23. I risultati ottenuti non hanno messo in evidenza alcuna riduzione di 




FIGURA 25: risultati dell’infezione di 20 semi di soia con 10000 conidi/seme. In ascissa la percentuale di 
Disease index. Le barre di errore rappresentano le deviazioni standard. L’esperimento è stato ripetuto 2 volte 





4.6.2 Test di patogenicità su frumento  
 
La virulenza dei mutanti ΔPNL e ΔΔPNL+PG1 di F. graminearum è stata valutata anche su 
spighe di frumento (cv. Bobwhite). 
A 21 giorni dall’inoculo, la percentuale di spighette infettate dai ceppi ΔPNL (Δ1.8, Δ2.23 e 
Δ2.24) non è risultata significativamente diversa da quella del WT (FIGURA 26). 
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FIGURA 26: risultato dell’infezione di spighe di frumento con F. graminearum WT e mutanti Δ1.8, Δ2.23 e 
Δ2.23. In ordinata è riportata la % di spighette infette a 21 dpi (media di 2 esperimenti ± errore standard). 
	  
Anche i test preliminari d’infezione effettuati con i doppi mutanti ΔΔPNL+PG1 di F. 
graminearum (ΔΔ7.1, ΔΔ7.15, ΔΔ7.23) sembrerebbero confermare i risultati ottenuti con i 
test di patogenicità su soia. Non sembrano infatti esservi apprezzabili differenze di virulenza 
tra i ceppi mutanti testati e il WT (FIGURA 27).  
 
 
FIGURA 27: risultato dell’infezione preliminare di spighe di frumento con i doppi mutanti di F. graminearum 
ΔΔ7.1, ΔΔ7.15 e ΔΔ7.23. In ordinata è riportata la % di spighette infette a 21 dpi. Le barre di errore 




4.7 Caratterizzazione in vitro del mutante ΔPME 
 
4.7.1 Gel IEF per la valutazione dell’attività PME 
 
Un egual volume (20 µl) di filtrato colturale ottenuto dopo 4 giorni di coltura è stato saggiato 
mediante IEF per l’analisi dell’attività pectinmetilesterasica (PME) dei mutanti ΔPME1.1 e 
ΔPME1.2 in confronto al WT. In seguito al blotting su gel di acrilammide, entrambi i mutanti 
non hanno mostrato attività PME, mentre il ceppo WT ha mostrato la banda attesa al punto 
isoelettrico (pI) basico 9,2 (FIGURA 28).  
 
	  
FIGURA 28: gel di agarosio colorato con rosso di Rutenio per rilevare l’attività PME.  
Corsia 1: WT; Corsia 2: ΔPME1.1; Corsia 3: ΔPME1.2. pI 8.15: punto isoelettrico della PG1 di F. graminearum; 
pI 9.2: punto isoelettrico della PME F. graminearum.  
 
La mancanza della banda di attività PME nei ceppi ΔPME1.1 e ΔPME1.2, conferma l’effettivo 
knock-out del gene codificante l’attività PME di F. graminearum.  
 
4.7.2 Saggio dell’attività PG dei mutanti ΔPME  
 
Al fine di verificare la capacità del ceppo WT e dei mutanti ΔPME di degradare efficacemente 
la pectina altamente esterificata, l’attività poligalatturonasica (PG) di filtrati colturali è stata 
saggiata con il saggio degli zuccheri riducenti che ha permesso di calcolare la percentuale di 
idrolisi per ciascun substrato.  
I due ceppi ΔPME hanno mostrato una percentuale di idrolisi circa tre volte più bassa rispetto 
al WT (FIGURA 29). 
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FIGURA 29: attività PG dei ceppi WT e ΔPME su PGA e su pectina altamente esterificata (pectin). Le barre di 
errore indicano la deviazione standard di 3 repliche.  
 
4.7.3 Saggi di diffusione su substrato agarizzato 
 
Il saggio di diffusione su substrato contenente pectina altamente metilata ha mostrato per i 
mutanti ΔPME un alone di diffusione ridotto comparabile con quello prodotto dai mutanti 
ΔPG1 e ΔΔPNL+PG1 (FIGURA 30). Questo risultato conferma la difficoltà della PG1 di 




FIGURA 30: saggio di attività PNL e PG in gel di agarosio 1% a pH6 contenente pectina di mela altamente 
esterificata (70-75%) fatto solidificare in un coperchio di una piastra p24 e sviluppato con rosso di Rutenio 
0,04%. Riquadro azzurro: ceppi ΔPNL; riquadro arancio: ceppi ΔΔPNL+PG1; riquadro verde: ceppo ΔPG1; 
riquadro blu: ceppo ΔPME; riquadro giallo: WT. 
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4.8 Test di patogenicità con mutanti ΔPME 
 
4.8.1 Test di patogenicità in soia  
 
Per valutare la virulenza del mutante ΔPME e confrontarla con quella di tutti i ceppi mutanti 
di F. graminearum a disposizione, è stato realizzato un test di patogenicità con 2500 
conidi/seme in modo da evidenziare meglio eventuali differenze. A differenza dei ceppi 
ΔPNL, ΔΔPNL+PG1 e ΔPG1, che mantenevano una virulenza comparabile al WT, il ceppo 
ΔPME si è rivelato l’unico mutante con una virulenza significativamente ridotta (FIGURA 31). 
L’osservazione che i mutanti ΔPG1 non mostrano nessuna riduzione di virulenza è in 
accordo con i risultati di infezione di spighe di frumento (Sella, comunicazione personale).  
 
 
FIGURA 31: test di patogenicità in soia utilizzando 2500 conidi/seme. I dati rappresentano la media ± l’errore 
standard (indicato dalle barre) di 3 esperimenti indipendenti. I trattamenti sono statisticamente differenti (p < 
0,01) applicando un test ANOVA con blocchi completamente randomizzati. Le lettere (a, b) indicano una 
differenza significativa a p = 0.01 (test di Student – Newman – Keuls).  
Per applicare l’analisi ANOVA, i dati percentuali sono stati trasformati in arcotangente applicando la formula 
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4.8.2 Test di patogenicità in frumento 
 
Infezioni di spighe di frumento con i ceppi mutanti ΔPME hanno mostrato che, sebbene 
questi mantenessero la capacità di infettare le spighe di frumento, nei primi tempi 
dell’infezione i sintomi causati dai mutanti erano significativamente ridotti rispetto al WT 
(FIGURA 32).  
 
 
FIGURA 32: andamento dell’infezione di spighe di frumento con conidi di F. graminearum WT e mutanti 
ΔPME1.1 e ΔPME1.2. In ordinata è riportata la % di spighette infette a vari giorni dall’infezione (dpi). Nel grafico 
sono riportate le medie di almeno 4 esperimenti ± errore standard. I dati ottenuti sono stati analizzati 
statisticamente con il test T di Student. 
 
In particolare tra 7 e 12 dpi il mutante ΔPME1.1 ha mostrato una riduzione del numero di 
spighette infette del 25% (differenza significativa per p < 0.05) mentre il mutante ΔPME1.2 
ha mostrato una riduzione del 20-25% (FIGURA 32). Tuttavia a tempi più tardivi le differenze 
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5 DISCUSSIONE  
 
Il fungo ascomicete Fusarium graminearum è un fitopatogeno ubiquitario che annovera 
numerose specie ospiti sia monocotiledoni che dicotiledoni. Fra le monocotiledoni il 
fungo colpisce principalmente i cereali a granella come il frumento, dove provoca danni 
sia quantitativi, dovuti a un decremento delle produzioni, che qualitativi in seguito alla 
contaminazione delle derrate con micotossine. Di recente F. graminearum è stato 
segnalato come patogeno emergente delle piante di soia nelle fasi iniziali di sviluppo, e le 
tecniche colturali utilizzate soprattutto nel Sud e Nord America favoriscono l’attacco alle 
colture di soia, soprattutto quelle in rotazione con mais e frumento (Broders et al., 2007). 
Ad oggi lo studio dei meccanismi d’infezione della soia da parte di F. graminearum non è 
ancora stato avviato.  
Il contributo degli enzimi degradativi della componente parietale della cellula (Cell Wall 
Degrading Enzymes, CWDE) è stato dimostrato essere rilevante per la colonizzazione 
del tessuto vegetale in numerose interazioni pianta-patogeno. Gli enzimi pectici figurano 
fra i primi CWDE a essere secreti durante il processo infettivo di diversi funghi (Alghisi e 
Favaron, 1995; De Lorenzo et al., 1997; Idnurm e Howlett 2001) e svolgono un’azione 
degradativa della pectina, maggior costituente della lamella mediana e della parete 
primaria (García-Maceira et al., 2001; Roncero et al., 2003). Per questo sono 
estensivamente studiati e diversi autori sono concordi nell’attribuire a questi enzimi un 
possibile ruolo nella virulenza dei funghi appartenenti al genere Fusarium. Un ruolo certo 
come fattori di virulenza degli enzimi pectici è stato dimostrato in diversi patosistemi quali 
Aspergillus flavus-cotone (Shieh et al., 1997), Botrytis cinerea-pomodoro (ten Have et al., 
1998) e Claviceps purpurea-segale (Oeser et al., 2002), mentre nelle interazioni pianta-
patogeno che coinvolgono F. graminearum il contributo delle pectinasi è tutt’altro che 
chiarito. Tuttavia, analisi immuno-istochimiche hanno tuttavia dimostrato che F. 
graminearum degrada la pectina durante le prime 24 ore di infezione di spighe di 
frumento, suggeriscono un potenziale ruolo delle pectinasi del fungo nelle prime fasi 
dell’interazione con l’ospite (Miller et al., 2004). 
Poiché il contenuto in pectina dei tessuti di monocotiledoni Poacee quali il frumento è 
ridotto (≈5%), rispetto ai tessuti di specie dicotiledoni come soia (≈30%; O’Neill et al., 
1990; Ridley et al., 2001; Vogel, 2008), è possibile ipotizzare un ruolo di maggiore 
rilevanza degli enzimi pectici di F. graminearum nella colonizzazione di soia piuttosto che 
in frumento. Tuttavia in letteratura è stata dimostrata l’essenzialità per il processo 
infettivo dell’attività poligalatturonasica di Claviceps purpurea nella Poacea segale 
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(Secale cereale L.; Oeser et al., 2002). In particolare questo patogeno colonizza l’ospite 
sfruttando le aperture naturali, e l’ovario è stato individuato come sede preferenziale di 
inizio infezione. L’importanza dell’attività poligalatturonasica per il processo infettivo 
potrebbe dipendere dal fatto che nell’ovario delle Poacee il contenuto in pectine risulta 
più elevato che in altri tessuti (Temberge et al., 1996). Similmente a C. purpurea anche 
F. graminearum penetra nell’ospite preferenzialmente dalle spighette e l’ovario è 
elettivamente colonizzato da questo patogeno. Si potrebbe quindi ipotizzare un’attività 
rilevante degli enzimi pectici durante la colonizzazione del frumento, soprattutto nella 
fase di colonizzazione dell’ovario. Infatti in ovari di spighe di frumento infetto con F. 
graminearum è stata rilevata una forte attività poligalatturonasica, quasi esclusivamente 
dovuta all’isoforma PG1 (Tomassini et al., 2009). Tuttavia mutanti knock-out di F. 
graminearum per la PG1 (ΔPG1) presentavano la stessa virulenza del WT quando testati 
su spighe di frumento (Sella, comunicazione personale); questa osservazione sembra 
respingere quindi l’ipotesi di un ruolo come fattore di virulenza della PG durante 
l’interazione F. graminearum-frumento.  
Viceversa, dati preliminari ottenuti nel laboratorio dove ho svolto la tesi sembrano 
indicare che durante l’infezione di soia, l’attività PG prodotta da F. graminearum è molto 
minore dell’attività PNL. In questo caso è quindi ipotizzabile un ruolo di maggiore 
rilevanza delle PNL durante il processo infettivo in soia rispetto alla PG1. 
In questa tesi si è voluto quindi indagare più approfonditamente il ruolo delle pectinasi, e 
in particolare delle PNL, durante l’interazione F. graminearum-soia e F. graminearum-
frumento, per chiarire se questi enzimi possono svolgere un ruolo nella virulenza del 
fungo.  
Dai risultati di espressione dei geni pnl si è potuto concludere che il gene fgsg_01607 è 
risultato il più espresso tra le pnl dopo 24 ore dall’infezione di spighe di frumento e il suo 
trascritto era più abbondante anche del trascritto pg1. Questi risultati sono in accordo con 
quelli precedentemente ottenuti analizzando l’espressione relativa degli stessi geni in 
soia (D’ Agnolo, 2012). L’espressione maggiore del gene pnl fgsg_01607 rispetto al gene 
pg1 confermerebbe l’osservazione preliminare di una maggiore attività della PNL rispetto 
all’attività PG nelle prime fasi del processo infettivo (D’ Agnolo, 2012). 
Per meglio caratterizzare il ruolo della pnl fgsg_01607 è stato adottato un approccio di 
knock-out genico e sono stati realizzati sia mutanti di delezione singoli (ΔPNL) che doppi 
(ΔPNL+PG1) sfruttando il mutante ΔPG1 disponibile nel laboratorio.  
I mutanti singoli e doppi sono stati confermati mediante analisi PCR e Southern blot e 
sono stati valutati per la virulenza in soia e in frumento. In entrambi i test di patogenicità 
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si è osservata una virulenza comparabile al WT per tutti i mutanti testati indicando quindi 
che la pnl fgsg_01607 non è importante per la virulenza nonostante il corrispondente 
gene codificante sia espresso in vivo. L’attività PNL dei mutanti è stata caratterizzata 
mediante saggi di diffusione su substrato contenente pectina altamente esterificata. Dal 
confronto delle dimensioni degli aloni di attività formati dai ceppi mutanti ΔPNL singoli e 
dal WT allevati in vitro non è stato possibile attribuire ai mutanti alcuna riduzione di 
attività PNL. Quanto osservato potrebbe essere dovuto alla mancata espressione della 
pnl fgsg_01607 durante la crescita in vitro, oppure ad un effetto di complementazione 
dell’attività PNL dovuto all’innalzamento dei livelli di espressione degli altri due geni 
codificanti pnl presenti nel genoma del fungo. Per chiarire questi aspetti potrebbe 
risultare utile in futuro indagare i livelli di espressione del gene pnl fgsg_01607 in vitro e 
dei due geni fgsg_03121 e fgsg_03483 nel mutante ΔPNL per verificare l’eventuale 
effetto di complementazione dell’attività PNL. 
Viceversa i mutanti di delezione doppi (ΔΔPNL+PG1) hanno mostrato una forte riduzione 
delle dimensioni dell’alone rispetto al WT, comparabile tuttavia all’alone prodotto dai 
mutanti ΔPG1. Da questi risultati appare quindi che l’attività pectinasica principale 
prodotta dal fungo in vitro sia la PG1, mentre si conferma che l’attività PNL di 
FGSG_01607 non è rilevabile.  
Il tentativo di verificare la riduzione di attività PNL saggiando estratti di soia infettati con il 
WT e i mutanti ΔPNL non ha dato esito, poiché la soia sana usata come controllo 
produceva un alone delle stesse dimensioni dei mutanti, probabilmente dovuto ad attività 
pectinasiche presenti nei tessuti di soia.  
Alla luce dei dati ottenuti l’attenzione si è spostata sul potenziale ruolo della PME come 
fattore di virulenza di F. graminearum. La caratterizzazione dell’attivià pectinasica dei 
mutanti ΔPME ha permesso di dimostrare la difficoltà di questi nel degradare un 
substrato altamente esterificato come la pectina di mela, rispetto ad uno non esterificato 
come l’acido poligalatturonico. Il saggio di diffusione con il mutante ΔPME ha mostrato 
un alone comparabile a quello dei mutanti ΔΔPNL+PG1 e ΔPG1, confermando che 
l’assenza di attività PME riduce sensibilmente la capacità di PG1 di degradare la pectina 
non demetilata.  
I test di patogenicità in vivo hanno messo in luce una significativa riduzione della 
virulenza (≈30% in soia e ≈25% in frumento) del mutante ΔPME. Poiché in vitro l’attività 
PME sembra necessaria per favorire l’attività di PG1 ma il mutante ΔPG1 è virulento 
come il WT, si può ipotizzare un contributo nella patogenesi del fungo dei geni pel 
codificanti Pectato Liasi (PL). Infatti anche le PL necessitano che la pectina sia 
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demetilata ad opera delle PME per un’efficiente attività degradativa. L’attenuazione della 
virulenza osservata nel mutante ΔPME in vivo potrebbere essere quindi dovuta al 
mancato contributo delle PL, la cui attività è sfavorita dalla mancata demetilazione del 
substrato.  
A sostegno di questa ipotesi va ricordato che nel genoma di F. graminearum sono 
presenti 13 geni putativamente codificanti PL e che nel secretoma di F. graminearum 
sono state identificate numerose PL (Girard et al., 2013). 
In prospettiva futura la ricerca di fattori di virulenza in F. graminearum potrebbe 
concentrarsi sui geni pel analizzandone l’espressione genica e realizzando mutanti di 
delezione. Tuttavia l’approccio knock-out non può ritenersi di facile applicazione visto il 
numero elevato di geni pel, quindi strategie di silenziamento genico potrebbero fornire 
chiarimenti sul ruolo delle PL nell’interazione di F. graminearum con soia e frumento. 
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